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Der Harnsäure- und der Gesamtstickstoff- Stoffwechsel 
bei einem Gichtiker während des Hungers. 
Von 


J. Abelin und M. Blumberg. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Bern und dem 
Gemeindespital Bern.) 


(Eingegangen am 28. Januar 1917.) 


Mit 2 Figuren im Text. 


Nach einer nun allgemein angenommenen, von Burian 
und Schur!) zuerst geäußerten Auffassung entstammt die ge- 
samte täglich ausscheidbare Harnsäuremenge zwei verschiedenen 
Quellen: einer äußeren und einer inneren. Die äußere Quelle 
der Harnsäurebildung und Ausscheidung sind die Nucleine 
bzw. Purine der aufgenommenen Nahrung (exogene Harnsäure), 
die innere Quelle — die Nucleine bzw. Purine der eigenen Körper- 
substanz (endogene Harnsäure). Die exogene Harnsäureaus- 
scheidung steht somit in engster Beziehung zu der Qualität 
der aufgenommenen Nahrung: je mehr nucleinreiche Substanzen 
wir aufnehmen, desto mehr Harnsäure scheiden wir aus. Ebenso 
wie auf anderen Gebieten des gesamten Stoffwechsels ist auch 
bei der Harnsäureausscheidung das individuelle Moment zu 
berücksichtigen. Burian und Schur sowie auch O. Loewi 
leugneten den Einfluß der persönlichen Verschiedenheiten auf 
die Höhe der exogenen ausgeschiedenen Harnsäure ab. Diese 
Ansicht ist aber durch zahlreiche Arbeiten widerlegt, sie er- 
scheint auch aus dem Grunde unwahrscheinlich, weil der an- 
dere Teil des Purinstoffwechsels, die endogene Harnsäureaus- 
scheidung, in weitgehendem Maße von den individuellen Eigen- 
tümlichkeiten abhängig ist. Diese Abhängigkeit kommt nicht 


1) Burian und Schur, Arch. f. d. ges. Physiol. 80, 87, 94. 
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nur dadurch zum Ausdruck, daß die Höhe der endogenen 
Harnsäure bei verschiedenen Menschen Schwankungen unter- 
worfen ist, sondern daß der endogene Harnsäurewert für ein 
und dieselbe Person eine ganz konstante Größe darstellt. Ge- 
rade diese Tatsache zeigt uns, wie eng der Purinstofiwechsel 
mit den allgemeinen Lebensfunktionen verknüpft ist und wie 
wichtig es ist, den endogenen Purinhaushalt des Organismus 
näher zu erforschen. Die endogene Harnsäuremenge wird ge- 
wöhnlich im Zustande des sogenannten „Nucleinhungers“ be- 
stimmt. Die Versuchsperson erhält eine ausreichende eiweiß- 
haltige, aber purinfreie, oder richtiger purinarme Nahrung. Man 
findet dabei, daß die endogene Harnsäuremenge im Harn monate- 
lang könstant bleibt. Voraussetzung ist, daß die Lebensweise, haupt- 
sächlich aber die Ernährung ungefähr die gleiche bleibt, denn 
ebenso wie die anderen Stoffzersetzungen in unserem Körper 
paßt sich auch der Purinstoffwechsel, wenn auch nicht mit so 
großer Leichtigkeit wie die Eiweißzerlegung oder Kohlenhydrat- 
verbrennung, den äußeren Bedingungen an. So hat Folin!) 
durch Variation des Stickstofigehaltes der purinarmen Nahrung 
endogene Harnsäurewerte erhalten, die zwischen 0,32 und 0,6 g 
schwanken. Mendel’) sah ebenfalls bei starker Reduktion des 
Gesamtstickstoffumsatzes die endogenen Harnsäurewerte sinken. 

Diese Befunde zeigen, daß unsere Kenntnisse über die 
Quellen der endogenen Harnsäurebildung noch recht mangelhaft 
sind und daß die purinfreie Ernährung uns nicht immer den 
endogenen Purinwert angeben kann. 

Einige Autoren haben vorgeschlagen, als den wahren en- 
dogenen Purinwert die im Hungerzustande ausgeschiedene 
Purinmenge zu betrachten. Gegen diese Art der Bestimmung 
des endogenen Harnpurinwertes machen Burian und Schur 
(l.c.) den Einwand, daß die Hungerwerte nicht als normal an- 
gesehen werden können, da sich der Hungerstoffwechsel unter 
veränderten Bedingungen abspielt. Außerdem ist im Hunger- 
zustande die Ernährung des Körpers nicht purinfrei, da wäh- 
rend des Hungers auch die Nucleoproteide zerlegt und dem 
Kreislauf übergeben werden. Die im Hunger gefundenen Purin- 


1) Folin, Amer. Journ. 13, 1905. 
2) Mendel, Journ. of the Americ. Med. Associat. 1906. 
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werte verdienen unsere höchste Aufmerksamkeit, da sie uns 
einen Einblick in den Verlauf des Nucleinstoffwechsels ge- 
statten und zugleich Zahlen darstellen, die in einem Zustande 
gewonnen wurden, wo an die physiologische Selbstregulation 
des Organismus die höchsten Anforderungen gestellt sind. 

Die endogene Purinausscheidung im Hungerzustande ist 
nur wenig erforscht; über den Purinstoffwechsel im Hunger 
beim Gichtiker liegen unseres Wissens überhaupt keine An- 
gaben vor. Mit um so größerem Interesse verfolgten wir einen 
solchen Fall, der sich uns zur Untersuchung bot. Es handelt 
sich um einen erwachsenen Mann, Patient Z., der wegen Ar- 
thritis am 15. November 1916 in das Gemeindespital Bern 
aufgenommen wurde. Es lag hier eine Arthritisform vor, 
die von vornherein in einer unregelmäßig-atypischen Weise 
auftritt und die zahlreich beschrieben ist (v. Noorden, 
Strümpell). Während ca. 3 Wochen vor Beginn des Versuches 
waren keine akuten Erscheinungen der Krankheit mehr auf- 
getreten. Im Vordergrunde des klinischen Bildes stehen jetzt 
die ankylosierenden und deformierenden Prozesse der Gelenke, 
die an den kleinen Gelenken der Finger wie auch der Zehen 
zu erheblichen Deformationen geführt haben. Der Patient 
äußerte mehrmals den Wunsch, sich einer Hungerkur unterziehen 
zu wollen, da ein 10tägiges Hungern ihm vor einigen Jahren 
eine wesentliche Besserung der Krankheit bedingt haben soll. 
Da der Patient sich nicht überreden läßt und angibt, daß im 
Falle der Verweigerung der Erlaubnis zum Hungern er den 
Hungerversuch nach dem Austritt aus dem Spital durchführen 
wird, so wurde beschlossen, ihm dieses Experiment zu gestatten. 
Während der ganzen Untersuchungsperiode (vor und während 
des Hungers) lag Patient im Bett und wurde auf Wunsch ein- 
mal täglich gebadet. Das Wassertrinken wurde nicht beschränkt. 
Wie alle Hungernden trank auch unser Patient nicht viel. 
Der Hunger war absolut. Es wurde darauf geachtet, daß der 
Patient nicht etwa durch Andere Nahrung bekommt. Gegen 
eine evtl. Nahrungsaufnahme sprechen entschieden die täglichen 
Verluste im Körpergewicht sowie die Stickstoffausscheidungen 
im Harn. 

Die von uns gebrauchten analytischen Methoden waren 
folgende: Die Harnsäure und die Purinbasen wurden nach der 

1* 
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Methode von Krüger und Schmid!) bestimmt. Die beim 
Einengen der salzsauren „Endlösung“ erhaltenen Kryställchen 
wurden mit Hilfe der Murexidprobe untersucht: die Reaktion 
war immer stark positiv. Der Gesamtstickstoffgehalt des Harnes 
wurde nach der Methode von Kjeldahl ermittelt. Der Harn 
wurde täglich auf Eiweiß mit Hilfe der Sulfosalicylsäureprobe 
sowie durch Aufkochen in schwach essigsaurer Lösung geprüft. 
Der Kot wurde angesäuert, getrocknet, gepulvert und in einem 
aliquoten Teil der N bestimmt. Der Patient wurde nach 
Harn- und Kotentleerung täglich gewogen. 

Um den normalen endogenen Harnsäure- und Purinwert 
des Patienten zu bestimmen, haben wir ihn 3 Tage vor Be- 
ginn des Hungers?) auf eine purinarme Diät gesetzt und den 
Harn auf Harnsäure und Purinbasen quantitativ untersucht. 
Die purinarme Nahrung bestand aus: Milch 1?/,1, Reis 80 g, 
4 Eiern, Butter 80 g, Brot 250 g, Zucker 15 g. Der Stick- 
stoffgehalt der Nahrung betrug 14,64 g, der Caloriengehalt 2617. 
Pro Kilo Körpergewicht erhielt der Patient 34 Calorien. Diese 
Nahrung ist, energetisch betrachtet, vollkommen ausreichend. 
Durch sehr zahlreiche Versuche haben Atwater und Bene- 
dict?) festgestellt, daß der erwachsene Mensch bei Nahrungs- 
zufuhr, aber ohne eigentliche körperliche Arbeit, 32 bis 34 Ca- 
lorien pro Kilo Körpergewicht und 24 Stunden bedarf. Im 
Mittel kommen 1,43 Calorien pro Kilo und Stunde, der Energie- 
umsatz eines erwachsenen Menschen von 70 Kilo beträgt 
somit pro 24 Stunden ca. 2400 Calorien. 

Die von uns ermittelten Analysenresultate sind in folgen- 
der Tabelle zusammengestellt: 

Am 1.Tag der purinarmen Ernährung schied der Patient 
0,522 g Harnsäure aus, in den nachfolgenden 2 Tagen sank 
die Harnsäuremenge auf 0,44 g pro die. Dieser Wert ist 
auch als der endogene Harnsäurewert des Patienten 


1) Hoppe-Seylers Handbuch der chem. Analyse 1909, 590. 
2) Auch sonst war die Nahrung nicht sehr purinreich, Fleisch be- 
kam der Patient nur selten. Die Hauptnahrung bestand aus Milch, 


Eiern, Gemüse usw. 
3) Der Energiestoffwechsel, R. Tigerstedt, Oppenheimers 
Handbuch der Biochemie 4 (2. Hälfte), 69 ff. 
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Tabelle 1. 
ae SS Pe Tue 
H | Harn- $ 8 Z Š 5 a | Š = Š 52 Q. i 
n- 8 = so 9, |e Ó mA “ ° | Š EP: 
Datum er säure |È ç 2m Sao Bi T 5 Si ga d Mao 
menge |. BREI 9 p nE 5 B g yga 
in g (EGS 887 ErM š aTa E a SE 2 
| z a 99 Fo OS |w £ š ° 
a =s ea \ a 0% ° | am È s 
Purinarme Kost 1350 0.522 0.011 = = E =S — 
sauer, | 
eiweißfrei | | 
Purinarme Kost 1050 DA u | l rz = £ => Ghe =š 
sauer, | | 
eiweißfrei | 
4. IL. | Purinarme Kost 1050 0,44 100162) — | - En a: lines — 
5. IL | 1. Hungertag . 800 046 |0,0151| 7,84 -- — | — |768 | 0,102 
sauer, 
eiweißfrei | 
a l Z Ñ l = 
6. II. | 2. Hungertag . 800 0,45 |0,0115| 8,16 | 28,85 | 1,14 9,30 | 76,0 | 0,122 
sauer, | (feucht 
eiweißfrei | 188 g) 
7. IL.| 3. Hungertag . 790 | 0,363 |0,018 | 8,79 | 1,8 |0,103 | 8,89 | 75,45 | 0,118 
sauer, I | (feucht | | 
eiweiBfrei | 99 D. 1 | 
8. II. | 4. Hungertag . 950 0,40 |0,017 | 9,24 | 10,25 | 0,483 | 9,72 | 74,75 | 0,180 
sauer, | (feucht | 
eiweißfrei | | Ste | | 
9. II. | 5. Hungertag .| 1300 | 0,495 0,014 | 7,46 | 7,90 [0,69 | 8,15 | 73,75 | 0,110 
° sauer, (Dop- (Dop- | (feucht | | 
pelana- pelana- | 51 g) 








eiweißfrei lyse) | ` 1yse) | 


bei purinarmer Ernährung anzusehen. Er stimmt gut 
mit den Befunden anderer Autoren bei Gichtikern während der 
purinfreien Ernährung überein. Als Mittel gelten 0,3 bis 0,6 g 
Harnsäure pro Tag, doch betont v. Noorden, daß in den 
meisten Fällen die gefundenen Zahlen sich eher der unteren 
als der oberen Grenze nähern. Nur in der Anfallsperiode ist 
die Harnsäure erhöht und übersteigt das hier angegebene Mittel. 
Bei chronischer Gicht, wie wir es auch in unserem Fall haben, 
fanden verschiedene Autoren (H. Strauß, Schliep, Kauf- 
mann und Mohr u. a.) bei purinfreier Kost Harnsäurewerte, 
die im Durchschnitt zwischen 0,35 bis 0,45 g liegent). Der 
endogene Harnsäurewert unseres Gichtikers mit 0,44 g ist so- 
mit als normal anzusehen. 

Die Menge der vom Patienten während der 3 Ernährungs- 


1) v. Noorden, Handb. d. Pathol. d. Stoffw. 2, 152, 1907. 
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tage mit purinarmer Kost ausgeschiedenen Purinbasen schwankt 
zwischen 11 und 16,2 mg Stickstoff. Auch diese Zahlen sind 
vollkommen normal und entsprechen ungefähr dem, was man 
in solchen Fällen findet. 

Nachdem wir den endogenen Harnsäure- und -Purinbasen- 
stickstoffwert ermittelt haben, begann der eigentliche Hunger- 
versuch. 

Verfolgen wir an Hand der Tabelle I die Gesamtstick- 
stoffausscheidung durch den Harn während des Hungers, so 
finden wir das ganz charakteristische Bild der Zusammensetzung 
eines Hungerharns. Die Stickstoffausscheidung am 1. Hunger- 
tage ist geringer als in den folgenden, sie beträgt hier 7,84 g 
N gegen 8,16, 8,79, 9,24 g in den folgenden Tagen, sie zeigt 
also eine Tendenz zum Ansteigen. Auf diese Erscheinung hat 
Prausnitz!) zum ersten Male aufmerksam gemacht. Sie findet 
ihre Erklärung in folgendem: In den ersten Hungertagen 
verfügt noch der Organismus über mehr oder weniger reiche 
Glykogenvorräte. Dieses Glykogen wird rasch zur Befriedigung 
des Nahrungsbedürfnisses des hungernden Organismus heran- 
gezogen. Die Glykogenverbrennung wirkt dann eiweißsparend. 
Allmählich werden die Glykogenvorräte erschöpft, und der Or- 
ganismus wird mehr und mehr auf die Eiweißzersetzung an- 
gewiesen, die N-Ausscheidung im Harn steigt also nach 1 oder 
2 Hungertagen. Tatsächlich findet man diese Verhältnisse fast 
bei allen bis jetzt bekannten Hungerversuchen am Menschen, 
und auch der hungernde Hund zeigt oft die gleiche Erschei- 
nung. Unser Gichtiker macht in dieser Beziehung keine Aus- 
nahme, indem auch bei ihm die N-Werte in den ersten Hunger- 
tagen allmählich ansteigen. Nur am 5. Hungertage sehen wir 
eine plötzliche Senkung des Stickstoffgehaltes des Harnes auf 
7,46 g. Die richtige Beurteilung dieser Tatsache fehlt, da der 
Hungerversuch wegen des schlechten Allgemeinbefindens des 
Patienten unterbrochen wurde. Es ist aber zu vermuten, daß 
sich am 5. Hungertage das Hungereiweißminimum des Patienten 
einzustellen begann. Das Hungereiweißminimum stellt sich 
nämlich nicht in den ersten Hungertagen, sondern erst nach 
einiger Hungerdauer ein. Luciani vertritt in seinem Buche 


1) Prausnitz, Münch. med. Wochenschr. 1891. 
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„Das Hungern“ die Ansicht, daß der Organismus in den ersten 
Hungertagen noch nicht mit der nötigen Ökonomie arbeitet. 
Der Körper hat sich am Beginn des Hungers noch nicht an 
die ungewöhnlichen Bedingungen angepaßt, allmählich aber 
treten die regulatorischen Funktionen in Tätigkeit, und in den 
nachfolgenden Hungertagen arbeitet der Organismus mit einer 
bewundernswerten Zweckmäßigkeit und Sparsamkeit. Diese 
Verhältnisse werden noch übersichtlicher, wenn wir einen Blick 
auf die folgende Zusammenstellung der Harnstickstoffausschei- 
dungen im Hunger werfen). Diese Tabelle wird uns auch 
als wertvolles Material für die weitere Besprechung dienen. 











Tabelle II. 
Gesamtstickstoffausscheidung in g während des Hungers. 
Fe Ta HE | | ¿| L.®) Unser 
Versuchs- x | Breit- ; | Succi | Succi Beau- Koza- A: 
person | X haupt] Oti | y | r | ten |(Bene-] Gich- 


| | dict) a, | tiker 


































| l 
ak 67,48 1,52 0045 62,4 | | 65,61 | 59,60 | 50,30 | 76,8 
Hungertag | | | 
1 12,17 | 10,01 | 13,55 | 15,19 170 | 10,51 | 7,10 | 10,90 | 7,84 
2 12,85 | 9,92 | 12,59 12,13 11,20 | 14,38 | 8,40 | 13,73 | 8,16 
3 13,61 | 13,29 13,12 | 15,25 10,55 | 13,72 | 11,34 | 12,91 | 8,79 
4 13,69 | 12,78 12,39 1408 1080 | 13,72 | 1187 | 15.11 | 9,24 
5 11,47 | 10,95 ' 10,70 | 14,12 11.90 | 11,30 | 10,41 | 13.35 | 7.46 
6 — | 9,88 10,10 | 11,13 | 11,01 | 10,77 | 10,18 | 1223 | — 
7 — ' — 1089|1031 879| 9,867 | 9,79 |11,9 — 
8 — ' — ; 890| 937| 974| 952 1027| 95 | — 
I I 


Bei näherer Betrachtung dieser Tabelle fällt sofort der 
niedrige Stickstoffgehalt des Hungerharns unseres Patienten auf. 
Nur bei L. in dem klassischen Hungerversuch von Benedict 
finden wir an den 2 ersten Hungertagen Zahlen, die mit den 
unsrigen ziemlich übereinstimmen. Am 3., 4. und 5. Hunger- 
tage scheidet aber L. bedeutend mehr N als unser Patient aus. 
Die Übereinstimmung in den ersten Hungertagen fällt übrigens 
weg, wenn wir nicht die absoluten N-Mengen, sondern die pro 


1) Vgl. Th. Brugsch, Oppenheimers Handb. d. Biochemie 4, 289. 
2) E. P. Cathcart, diese Zeitschr. 6, 109, 1907. 
2) Benedict, From Publication No. 203 of the Carnegie Institution 
of Washington. 
t) Watanabe und Sassa, Zeitschr. f. Biol. 64, 373, 1914. 
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Kilo Körpergewicht ausgeschiedenen Stickstoffquantitäten ver- 
gleichen. Bei unserem Gichtiker, der ein Körpergewicht von 
76,8 kg hat, finden wir 


Hungertag . . 1 2 3 4 5 
N in g pro kg 0,102 0,122 0,118 0,130 0,110, 


bei L. (Körpergewicht 59,60 kg) 


Hungertag . . 1 2 3 4 5 
N in g pro kg 0,118 0,142 0.195 0,207 0,184. 


Die hier beim Gichtiker gefundenen Stickstoff- 
werte sind wohl die niedrigsten unter allen in Hunger- 
versuchen an Männern!) ermittelten Zahlen. 

Diese Tatsache ist sehr auffallend. Zu ihrer Erklärung 
wird man zuerst an den Stickstoffgehalt der zuletzt vor dem 
Hunger aufgenommenen Nahrung denken. Der Stickstoffgehalt 
des Hungerharnes hängt nach den bekannten Versuchen von 
Pflüger von der Art der vorhergehenden Ernährung und von 
der Konstitution des Organismus ab. Durch Verfütterung mit 
verschieden großen Eiweißmengen konnte Pflüger bei ein und 
demselben Hund in verschiedenen Hungerversuchen ganz ver- 
schiedene Stickstoffzahlen im Harne während der ersten Hunger- 
tage finden. Unser Gichtiker bekam aber vor dem Hunger 
eine Nahrung, deren N-Gehalt weit denjenigen des Harnes in 
den ersten Hungertagen übertrifft. Zu unserem großen Be- 
dauern haben wir es verfehlt, während der purinfreien Ernäh- 
rung den N des Harnes zu bestimmen. Wir wollen es doch 
nicht unterlassen, darauf hinzuweisen, daß die niedrigen Stick- 
stoffwerte im Harne während der ersten Hungertage wahr- 
scheinlich der Ausdruck einer Anomalie im Stickstoff-Stoffwechsel 
des Patienten darstellt, — einer Anomalie im Sinne einer 
Hemmung des Stickstoff-Stoffwechsels. Retentionen von N und 
Unregelmäßigkeiten in der Stickstoffausscheidung beim Gichtiker 
sind von v. Noorden und Vogel, A. Magnus-Levy, Kauf- 
mann und Mohr, Th. Brugsch und einer sehr großen An- 
zahl anderer Autoren festgestellt worden). Für uns ist die Fest- 
stellung wichtig, daß bei unserem an Gicht kranken Patienten 





1) Frauen bringen im Hungerzustande geringere Stickstoffmengen 
zur Ausscheidung als Männer. 
2) v. Noordens Handb. d. Pathol. d. Stoffw. 2, 140. 


Harnsäure- und Gesamt-N-Stoffwechsel beim Gichtiker. 9 


der Stickstoffhaushalt im Hunger ebenfalls gestört zu sein 
scheint. An eine Nephritis ist in unserem Falle nicht zu denken, 
da der Harn vor und während des Hungers eiweißfrei war. 


Bei E. P. Cathart!) finden wir folgende uns interessieren- 
den Angaben: Der von ihm untersuchte Hungerkünstler, Victor 
Beaute, war ein geistig wie körperlich vollkommen gesunder 
Mann. Vor Beginn des Hungers erhielt Beauté eine purin- 
arme Nahrung, die derjenigen unseres Patienten sehr nahe steht. 
Seine Nahrung bestand ebenfalls aus Milch, Eiern, Zucker; an 
Stelle von Butter erhielt er Sahne, an Stelle von Reis Horlicks 
Malzmilch. Dieser Hungerkünstler schied während der Nah- 
rungstage im Durchschnitt 16 g N, am 1., 2., 3., 4. usw. Hunger- 
tage 10,51, 14,38, 13,72, 13,72, 11,30 g N aus. Die Zahl 8,38 g 
N trat erst am 10. Hungertage auf, während unser Gichtiker 
am 2. und 3. Hungertag 8,16 und 8,79g N zur Ausscheidung 
brachte. Zu bemerken ist noch, daß unser Patient um 11,2 kg 
schwerer ist als Beaute, er ist viel schwerer als die anderen 
untersuchten Hungerkünstler (vgl. Tabelle II). 


Succi?) schied während der letzten 5 Nahrungstage vor 
dem Hungerbeginn im Durchschnitt 16,23 g N pro die aus. 
Am 1. Hungertage war seine N-Ausscheidung durch den Harn 
13,80 g, am 2. 11,03 g, am 3. 13,86 g, am 4. 12,80 g, am 5. 
und 6. 12,84 und 10,12g N. Diese Zahlen stimmen ziemlich 
gut mit den bei Beauté gefundenen überein, weichen aber 
wieder von den unsrigen weit ab. Ob die niedrigen Stickstoff- 
ausscheidungen durch den Harn beim hungernden Gichtiker 
regelmäßig vorkommen, oder ob unser Fall eine Ausnahme- 
stellung einnimmt, müssen weitere gelegentliche Hungerversuche 
am gichtkranken Menschen lehren. 


Während wir über die Gesamtstickstoffausscheidung des 
Menschen im Hungerzustande ziemlich gut unterrichtet sind, 
ist das über die Harnsäureausscheidung während des Hungers 
vorliegende Zahlenmaterial nicht besonders groß. Die ausge- 
führten Untersuchungen haben übereinstimmend ergeben, daß 
die Harnsäureausscheidung während der ersten Hungertage 


1) E. P. Cathcart, diese Zeitschr. 6, 109, 1907. 
2) L. Luciani, Das Hungern. Verlag von Leopold Voß, Leipzig, 
1890, 138. 
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sinkt, um dann nach längerem Hungern am 6. bis 10. Tag 
wieder anzusteigen!). 

Schreiber und Waldvogel?) haben zwei gesunde er- 
wachsene Menschen hungern lassen. Die Harnsäuremenge sank 
mit jedem Hungertag und erreichte bei beiden am 3. Hunger- 
tag die Höhe von 0,2 g. Schreiber und Waldvogel bezeichnen 
diesen „Hungerwert“ als den normalen endogenen Harnsäure- 
anteil bei allen erwachsenen Männern, — eine Ansicht, die 
kaum geteilt werden kann. 

Ranke?) fand ebenfalls, daß die Harnsäuremenge im 
Hunger kleiner ist als bei purigarmer Ernährung. 

Beim Hungerkünstler Succi bildete der Harnsäurestickstoff 
am 1. Hungertage 1,7°/, des Gesamtstickstoffs, am 9. Hunger- 
tage 0,88°/,, also genau die Hälfte. Als Mittel vom 20. bis 
30. Hungertag fand Brugsch*) bei Succi ca. 0,3 bis 0,35 g 
Harnsäure. Auch beim Hungerkünstler Beauté (l. c.) sank am 
2. und 3. Hungertag die ausgeschiedene Harnsäuremenge genau 
um die Hälfte: 0,12 g am 1. Hungertag, 0,06g am 2. und 3 
Hungertag, 0,08 g am 4. Hungertag. Als Mittel aus 5 Hunger- 
tagen ergeben sich 0,08 g Harnsäure pro Tag. 

Bei der Hungerkünstlerin Flora Tosca fanden van Hoo- 
genhuyze und Verploegh°’) folgende Harnsäurewerte: am 
letzten Eßtag 0,725 g; am 1. Hungertag 0,201 g, am 2. 0,107, 
am 3. 0,081 g usw. Mittlerer Durchschnitt pro Tag aus den 
ersten 5 Hungertagen 0,117 g Harnsäure. Kozawa°) schied 
am vorletzten und letzten Eßtage 0,501 und 0,624 g Harn- 
säure aus. Bereits am 1. Hungertage sank dieser Wert um 
mehr als die Hälfte (0,276 g). Als Mittelwert aus den 5 ersten 
Hungertagen ergibt sich bei Kozawa 0,235 g Harnsäure pro die. 


1) Wiechowski, Neubauer-Huppert, Analyse des Harnes, 1913, 
910; E. P. Cathcart, l. e.; Magnus-Levy, v. Noordens Handb. d. 
Pathol. d. Stoffw. 1, 122. 

2) Schreiber und Waldvogel, Arch. f. experim. Pathol. u. Phar- 
makol. 42, 69, 1899. 

3) Ranke, Arch. f. Anat. u. Physiol. 1862, 301. 

4) Brugsch, Zeitschr. f. exp. Pathol. 1, 1906. 

5) van Hoogenhuyze und Verploegh, Zeitschr. f. physiolog. 
Chem. 46, 468. 

°) Watanabe und Sassa, Zeitschr. f. Biol. 64, 373, 1914. 


Harnsšure- und Gesamt-N-Stoffwechsel beim Gichtiker. 11 


Der besseren Übersicht und des leichteren Vergleiches wegen 
sind alle diese Zahlen in der Tabelle III zusammengestellt. 


Tabelle III. 


Harnsäureausscheidung in g während des Hungers. 











Schreiber u. | | 











¿ F. | E a Unser B 
Versuchsperson | Waldvogel ` |(Bene- | á Gich- | 72au 
Ë | Tosca | diot) | zawa tiker | fé 
x Z | | | 
Letzter EBtag | 0,477 | — |0725) — lose ı. purinfreier Tag I 0,522 | 0,151) 
2. = n 0,440 | 0,15 
3. n 'n 0,440 | 0,17 
1. Hungertag | 0,290 | 0,718 | 0,201 | 0,112 | 0,276 1. Hungertag | 0,460 | 0,12 
2. n 0,233 | 0,405 | 0,107 | 0,049 | 0,219 2: n 0,450 | 0,06 
3 ” 0,197 | 0,205 | 0,081 | 0,042 | 0,204 3. n 0,363 | 0,06 
4. " — —- 0,027 | 0,044 | 0,240 4. n 0,400 | 0,08 
5. " -- — 0,169 | 0,059 | 0,237 5. n 0495| — 
6. n — — | 0,206 | 0,097 | 0,327 6. ` — | 0,10 
8. "n — — 0,381 | 0,108 | 0,285 8. n — |! 0,12 
10. = — — ` | 0,308 | 0,118 | 0,261 10. n — 10,16 
k » — | — |0197 0,125 | 0336| 14. n» — 910 


Vergleichen wir die in der Literatur angegebenen Zahlen 
über die Harnsäureausscheidung im Hunger mit denen bei 
unserem Patienten gefundenen, so finden wir, ebenso wie bei 
der Gesamtstickstoffausscheidung, sehr große Abweichungen. 

Bei unserem Gichtiker trat während des Hungers keine 
Verminderung der ausgeschiedenen Harnsäuremenge ein. Die 
kleinen Schwankungen am 3. und 4. Hungertag liegen inner- 
halb der physiologischen Grenzen. Bei purinarmer Ernährung 
schied der Patient pro die 0,44 g Harnsäure aus, als Mittel- 
wert aus den 5 Hungertagen ergibt sich 0,434 g Harnsäure, 
also eine fast vollständige Übereinstimmung (vgl. Abb. 1). 

Diese Konstanz ist übrigens nicht nur auf die Harnsäure 
beschränkt. Die täglich zur Ausscheidung gebrachte Purin- 
basenmenge blieb ebenfalls unverändert. Bei purinarmer Er- 
nährung waren im Harn 11 mg und 16,2 mg Purinbasenstick- 
stoff zu finden, im Hunger 15,1, 11,5 mg N (vgl. Fig. 2). Einige 
Autoren stellen den Purinbasenstickstoff in eine gewisse Be- 
ziehung zur Harnsäure und geben an, daß an den Tagen, wo 
viel Harnsäure ausgeschieden wird, weniger Purinbasenstickstoff 


1) Bei Beauté gelten die Zahlen 0,15, 0,15, 0,17 g nicht für den 1., 
2., 3., sondern für den 4., 5., 6. purinfreien Tag. 
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zur Ausscheidung gebracht wird. Diese Ansicht könnte in den 
von uns erhaltenen Zahlen eine Stütze finden. Am 3. und 4. 
Hungertag waren die Harnsäurewerte am kleinsten: 0,363 und 
0,40 g, die Purinbasen- 

‚Purinarme werte aber am höchsten: 


Nahrun Hunger 
ET a EEMAGEN 2 


0 18 und 17 mg. Am 5, 
letzten, Hungertag stieg 
die Harnsäuremenge um 
ca. 50 mg gegen die 
Norm, der Purinbasen- 
stickstoff ist etwas ge- 
sunken. Im großen 
und ganzen stellen wir 
F ı u vw y? aber fest, daß auch 
= die Purinbasenausschei- 
dung keine Veränderung 
durch den Hunger er- 
litten hat, — eine Er- 
scheinung, die sicher volle Beachtung und weiterer Erforschung 
bedarf. Wir wollen noch darauf hinweisen, daß die „Hunger- 
werte“ für Harnsäure bei unserem Patienten sehr hoch sind: 
0,4 g Harnsäure am 
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Fig. 1. Harnsäureausscheidung während der 
purinarmen Ernährung und während des 
Hungers beim Gichtiker. 


Pupinarme Š 4. Hungertag ist eine 
ANTUN lunger . PERE? 
E o —————— 2Ñ Zahl, die wir in anderen 


2 A Hungerversuchen nicht 
“S finden. Dabei müssen 

wir noch berücksich- 
tigen, daß der Patient 
vor dem Hunger mit 
einer purinarmen Kost 
ernährt wurde. Eine ver- 
schleppte Ausscheidung 
exogener, vor dem 
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Fig. 2. Ausscheidung der Purinbasen während 


der purinarmen Ernährung und während 
des Hungers beim Gichtiker. Hunger aufgenommener 
Harnsäure ist also in 


unserem Versuch undenkbar, sonst sind ja solche verzögerten 
Harnsäureausscheidungen bei der Gicht nicht selten!). Unsere 


1) Brugsch und Schittenhelm, Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Ther. 
4, 1907. 
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Resultate sprechen dafür, daß unser an Gicht kranker Mann 
während des Hungers eine abnorm hohe Harnsäureausscheidung 
hatte, für deren Zustandekommen wir leider keine Erklärung 
geben können. Während im Hungerzustande alle Stoffwechsel- 
vorgänge eingeschränkt werden und die Ausscheidung des 
Stickstoffs, Phosphors, Kochsalzes, Kreatinins und auch der 
Harnsäure beim gesunden Huugernden allmählich sinkt, finden 
wir bei einer Stoffwechselkrankheit, die mit den Purinen in 
engster Beziehung steht, den Purinstoffwechsel durch den Hunger 
unbeeinflußt. 


Zusammenfassung. 


Bei einem an Gicht kranken Manne wurde während eines 
vollständigen, 5 Tage dauernden Hungerversuches die Harn- 
säure- und Purinbasenausscheidung durch den Harn, der Ge- 
samtstickstoff des Harnes und des Kotes verfolgt. Während 
der Verlauf der Gesamtstickstoffausscheidung durch den Harn 
mit den Befunden an anderen hungernden Männern überein- 
stimmt, findet man bei der Harnsäure- und Purinbasenaus- 
scheidung sowie bei der Höhe des ausgeschiedenen Gesamt- 
stickstoffs sehr wesentliche Abweichungen. In allen bis jetzt 
untersuchten Hungerfällen sank die Harnsäureausscheidung in 
den ersten Hungertagen sehr beträchtlich, meist um 75 bis 
100°/,. Bei dem gichtkranken Patienten war die Harnsäure- 
und Purinbasenausscheidung während des Hungers ebenso hoch 
wie bei der purinarmen Ernährung. Mit anderen Worten, er- 
litt die endogene Harnsäure und Purinbasenausschei- 
dung durch den Hunger keine Veränderung; außerdem 
war sie auch im Vergleich mit der Ausscheidung gesunder 
Hungernder abnorm hoch. 

Die Gesamtstickstoffausscheidung ist insofern eigentümlich, 
als sie im Vergleich mit anderen Hungerversuchen bedeutend 
niedriger ist, trotzdem das Körpergewicht des Patienten das- 
jenige anderer Hungernder übertrifft. 


Über das Vorkommen von Kreatinin und Kreatin im 
Blute bei Gesunden und Kranken. L 


Von 
Joh. Feigl. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des Allgem. Krankenhauses Ham- 
burg-Barmbeck.) I 


(Eingegangen am 4. Februar 1917.) 


Einleitung. 


Die älteren Untersuchungen zur Frage des Vorkommens 
von Kreatinin und Kreatin im Blute konnten bei der Natur 
der eingeschlagenen Methoden nicht imstande sein, an sich 
richtige oder zu Vergleichen brauchbare Vorstellungen über 
dieses Gebiet zu liefern. Diese Feststellung gilt einmal von 
der Größe bzw. von der Größenordnung der wenigen ermittel- 
ten Zahlen. Ferner aber ließen sich bis heute die Voraus- 
setzungen der früheren, zunächst für die Untersuchung des 
Urins entworfenen Bestimmungsverfahren nicht einmal mit 
einem Teile der Anforderungen in Einklang bringen, die ge- 
stellt werden müssen, wenn eine allgemeinere Verwendung der 
Ergebnisse zu experimentell-physiologischen wie klinisch-diagno- 
stischen Zwecken beabsichtigt ist. Bei dieser Sachlage ist es 
nicht verwunderlich, daß irgendwie beträchtliche, seien es rein 
statistische, seien es in der Biologie, Pathologie oder Klinik ver- 
wertbare Materialien, auf dieser Grundlage nicht existierten, und 
daß daher besonders die klinische Diagnostik die Begriffe der 
Kreatininämie und Kreatinämie weder kannte noch nutzbar 
machen konnte. 

Während Physiologie und Pathologie der Entstehung und 
Umformung der Kreatininkörper zunächst fast ausschließlich 
durch das Studium der Ausscheidungsverhältnisse im Harne 
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beforscht .wurden, führten Gottlieb und Stangassinger in 
mehreren Arbeiten fermentbiologische Anschauungen ein, die 
die Orte der Umsetzungen betreffen sollten. Immerhin blieb 
auch durch diese jüngeren Forschungen die Frage des Vor- 
kommens von Kreatinin und Kreatin im Blute fast unberührt. 
Daß aber der Bestand des Blutes bzw. des Serums an Krea- 
tininkörpern erheblichen Schwankungen unter verschiedenen 
Voraussetzungen unterworfen sein mußte, ließen schon die äl- 
teren Arbeiten von Mellanby, van Hoogenhuize und Ver- 
ploegh, Levene und Kristeller, Shaffer, Rubinato, 
Forschbach, Dorner und Lefmann, Underhill und Klei- 
ner u. a. vermuten, die die Ausscheidungsverhältnisse unter 
pathologischen Zuständen verschiedener Art studierten!), Indem 
somit festgestellt war, daß im Harne die Relation zwischen 
Kreatinin und Kreatin sowie die absoluten Mengen derselben 
in weiten Grenzen sich bewegen können, durften demnach auch 
im Blute erhebliche Umstimmungen vorausgesetzt werden. 


Theorie des Kreatinin- und Kreatinstoffwechsels. 


Die jetzigen physiologischen Grundtatsachen umfassen die 
Anschauung, daß das Harnkreatinin ein endogenes Produkt 
(Folin, af Klercker), nicht ein teilweise exogenes sei, und 
daß seine Entstehung aus Kreatin bisher nicht nachgewiesen 
werden konnte. Zugeführtes Kreatinin wird schnell und gründ- 
lich als solches eliminiert (Folin)?). Demgegenüber ist nach 
Folin das Kreatin ein Produkt des intermediären Stoffwechsels 
und wird als solches festgelegt, eine Anschauung, der van 
Hoogenhuize und Verploegh nur teilweise beipflichten?). 
Beim gesunden erwachsenen Menschen ist Kreatin in unter- 


1) Neubauer-Huppert (11. Aufl), Analyse des Harns I, Wies- 
baden, Kreidel (Ellinger) 1910. v. Fürth, Probleme d. Physiol. u. 
Pathol. Chem. 2, 121, Leipzig, 1913. 

2) O. Folin fand von 1,1 bzw. 1,75 g Kreatinin im Harn 80°), 
wieder. Festschrift für O. Hammarsten, 1906. Näheres, auch ab- 
schnittsweise, siehe bei Neubauer, Münch. med. Wochenschr. 1, 857, 
1914 (Funktionsprüfung der Niere durch Kreatin). 

3) C. T. C. van Hoogenhuize und H. Verploegh, Zeitschr. f. 
physiolog. Chem. 46, 415, 1905 Pekelharing, Unters. aus dem Physiol. 
Lab. Utrecht 1905, 210, siehe auch F. P. Underhill, 4 Arbeiten. Journ. 
of Biolog. Chem. 27, 127, 1916. 
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geordneter Menge im Harn vorhanden, wobei es als solches 
in Beziehung zum Eiweißumsatz gebracht wird*). Im Hunger- 
harn tritt es auf, bei Unterernährung, Fieber usw. unter gelegent- 
licher Zurückdrängung des Kreatinins [Howe und Hawk‘). 
Auch nicht nach übermäßiger Muskelanstrengung finden van 
Hoogenhuize und Verploegh in ihren Selbstversuchen irgend- 
eine Vermehrung der Kreatinausfuhr. Eine solche trat erst 
am 7. Hungertage einer Person bei Arbeitsanspruch, deutlich 
und 3 Tage umfassend, in die Erscheinung). Am präzisesten 
finden sich die Schlußfolgerungen des derzeitigen Untersuchungs- 
gebietes bei af Klercker zusammengefaßt). 

Die Anschauungen über die Biologie des Kreatin- und 
Kreatininstoffwechsels, von Folin angebahnt, von zahlreichen 
amerikanischen Forschern bis in die jüngste Zeit fortgeführt, 
wurden ganz kürzlich nochmals mit Methoden der Blut- und 
Gewebsuntersuchung von Folin und Denis überprüft und 
präzisiert. Gleichzeitig wurden auch die Grundlinien für das 
Verständnis der pathochemischen Umstimmungen gezogen. Die 


1) Folin, van Hoogenhuize und Verploegh, P. E. Howe und 
F. B. Hawk, Journ. Amer. Chem. Soc. 38, 568, 1911. 

2) E. P. Cathcart, F. B. Benedict und A. R. Diefendorf, zit. 
nach 1), 1. c. 4): 0,1 g als Kreatinin-N berechnet, bis zu 0,3 g Kreatin. 
E. Baldi zit. bei R. Luciani, Das Hungern. Am Hungerkünstler Succi 
bis zum 17. Hungertage. Mengen, die bis 0,8 g Kreatin und 2,4 bis 
3,7 °/, des Gesamtstickstoffs entsprechen. 

3) Keine Vermehrung, wenn der arbeitende Muskel vor Stickstoff- 
verlust durch Fett und Kohlenhydrataufnahme geschützt ist (Hoogen- 
huize und Verploegh). 

4) K. O. af Klercker, diese Zeitschr. 3, 45, 1907. Der biologi- 
sche Zusammenhang zwischen Kreatinin und Kreatin wird in Frage ge- 
stellt, die Umwandlung bestritten. Exogenes Kreatinin ist in den üblichen 
Kostformen nicht vorhanden. Siehe dazu über die analytische Bedeu- 
tung des Kreatinins in der Nahrungsmittelchemie K. Micko, Zeitschr. 
f. Nahrungs- und Genußmittel 9, 426, 1910. Rita Chessnut, Journ. of 
Biolog. Chem. 17, 12, 1914 (Vorträge). E. Baur und G. Trümpler, 
Zeitschr. f. Nahrungs- u. Genußmittel 17, 697, 1913, nach Chem. Zen- 
tralbl. 2, 265, 1914. Im Fleischextrakt kommen 7,5 bis 8,9 °), Kreatinin 
vor. Entgegen anderen Ergebnissen älterer und moderner Arbeiten fan- 
den V. C. Myers und Morris 8. Fine im Säugetiermuskel stets Krea- 
tinin. Journ. of Biolog. Chem. 21, 2, 383, 1915, bzw. Biochem. Centralbl. 
18, 12/13, 423, 1915. Zusammenfassung bei D. Wright Wilson, Journ. 
Biol. Chem. 17, 385, 1914. 
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Annahme, daß Kreatin ein Produkt des lebenden Zellplasmas 
der Vertebraten sei, bleibt wie bisher anerkannt und wird 
weiter erhärtet. Bei Untergang eines Gewebes wird Kreatin 
(als „post mortem“-Produkt) frei, während beim normalen Ge- 
websumsatz („replaceable breakdown“) das Endprodukt des Um- 
satzes Kreatinin ist und nicht Kreatin. 

Im Rahmen starker pathochemischer Einwirkungen — Fieber, 
Hunger usw. — gehen beide Vorgänge nebeneinander her. Die 
Produkte dieser gegenteiligen Umsatz- bzw. Abbauformen wer- 
den, so kann man weiter folgern, also in verschiedenen Rela- 
tionen gebildet, ausgeschieden oder zur Retention bereitgestellt. 
Bei dieser werden sie vermutlich an sich wie von Fall zu Fall 
in individuell abgestimmtem Grade durch Anstau im Blute 
zurückgehalten, vielleicht sogar währenddes — speziell das 
Kreatin als intermediäres Produkt — in spezifischer Weise 
weiter umgeformt und abgebaut. An dieser Stelle macht sich 
nun auch der mehreren Untersuchern auffallende scheinbare 
Gegensatz zwischen dem Verhalten endogenen und exogenen 
Kreatins wiederum bemerkbar. Es lehrt also dieser wichtige 
Abschnitt der experimentell gutfundierten Schlußfolgerungen 
von Folin, daß schematisierende Spekulationen über die Grade 
von Kreatinämien wie Kreatininämien bei herabgesetzter Funk- 
tion der Niere, beruhend auf dem Angebot an endogenen Pro- 
dukten, einstweilen völlig in der Luft hängen. Während Krea- 
tinin ein echtes Endprodukt ist und mit der bei den Ammonium- 
salzen bekannten Leichtigkeit der Ausfuhr zugänglich (Folin, 
af Klercker) und höchst wahrscheinlich sekundärer Weiter- 
umformung relativ schwer erreichbar ist!), trifft diese Voraus- 
setzung für Kreatin nicht zu, wie schon das Verhalten exogener 
Mengen lehrt, die zum größeren Teile „festgelegt“, zum klei- 
neren umgesetzt oder. ausgeschieden?) werden. Anschauungen 





1) S. Weber, Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 1907, 58, 93, 

2) O. Folin fand bei bestimmten Diätformen von per os gegebenem 
Kreatinin auf 6,0 g einmal 1,0 g, von 5,0 g 1,8 bzw. 2,7 g wieder; siehe 
hierzu die neuen blut- bzw. gewebschemischen Versuche dieses Autors. 
V. C. Myers und M. S. Fine fanden in Selbstversuchen längerer 
Dauer mit Mengen von 1,0 g bis 5,0 g per os verabreicht 16 bis 39°/, 
im Harn als Kreatin selbst und nur Spuren (1,5 bis 2°/,) als Kreatinin 
wieder Journ. of Biol. Chem. 21, 2, 377, 1915, ref. Biochem. Centralbl. 
18, 12:13, 423, 1915. 
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über Verhältnisse und Grade des Retentionsvorganges bei 
Nierenschädigung bedürfen einer Anerkennung der Tatsache, 
daß als weitere Unbekannte in der Rechnung steht das An- 
gebot, das seinerseits unter pathologisch-physiologischen, erst 
recht unter pathologischen Umständen von der Richtung und 
Intensität der Umformungs- und Bildungserscheinungen ab- 
hängig ist. Folin lehnt die Mitberücksichtigung der hypothe- 
tischen Fermente von Gottlieb und Stangassinger ab, die 
unsere Vorstellungen nicht zu fördern vermögen und „post 
mortem conditions“ entsprechen. Die Aufdeckung feinerer 
Umsatzerscheinungen unter alimentären Verhältnissen gelingt 
nicht, da Kreatin in Beziehung zum Zellplasma beim Bau- und 
Ersatzstoffwechsel gebildet wird. Während nun die neuen Ver- 
suche von Folin und Denis eine Entstehung von Kreatinin 
und Kreatin nicht veranschaulichen, haben Myers und Fine 
den bemerkenswerten Gedanken ausgesponnen, daß die Umbil- 
dungsquote des exogenen Kreatins im intermediären Stoff- 
wechsel dieselbe Höhe erreicht wie die des körpereigenen Krea- 
tins im Zellstoffwechsel, daß also gewissermaßen (in der Norm) 
endogenes und exogenes Kreatinin nach ihren Mengen in re- 
lativ fester Propourtionalität zueinander stehen!). Indes hält 
Folin diese Anschauung einstweilen für unzureichend gestützt. 
Der Leber wird von Folin und Denis eine spezifische Funk- 
tion innerhalb des Stoffumsatzes von Kreatin und Kreatinin 
durchaus abgesprochen. 

Somit könnten pathologische Erscheinungen bei ungehemm- 
ter Ausscheidung auf vermehrter oder verminderter Bildung von 
Kreatin und Kreatinin, auf Störung der gegenseitigen Umfor- 
mung, vor allem wohl in dem Muskelplasma, dem Blute, der 
Niere, der Leber beruhen. Bei Annahme von Hemmungen in 
der Stickstoffunktion der Niere stände in zweiter Reihe die 
Frage nach der Intensität dieses Einflusses, in weitaus erster 
das Problem, ob es eine generelle, gleich gerichtete Re- 
tention aller stickstoffhaltigen Schlacken mit proportionalen 
Verhältnissen zwischen Angebot und Anstau, oder ob es indivi- 
duelle Wirkungen auf die einzelnen Endprodukte gäbe. Hier 
würde im Rahmen von Betrachtungen zur Pathologie und Dia- 


1) V. C. Myers und M. S. Fine, Journ. of Biolog. Chem. 15, 283, 
1912, und 16, 176, 1913. 
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gnostik des Vorkommens von Kreatinin und Kreatin im Blute 
zunächst Aufklärung darüber erwartet, ob speziell zwischen 
Harnstoff und Kreatinin durchsichtige Beziehungen im Reten- 
tionsvorgange bestehen, ein Ziel, dem zwar weder die Entdecker 
der methodischen Verhältnisse, noch die ersten Untersucher auf 
Grund ihrer zahlreichen und weitausgreifenden Befunde, sondern 
erst ein späterer Beobachter zu dienen versuchte. In fernerer 
Reihe würde bei spezialisierender Tendenz in dieser Aufgabe 
die Relation zwischen Kreatin und Kreatinin von Bedeutung 
werden können. Physiologie und Pathologie des Stoffwechsels 
verlangen außerdem die Beobachtung der gegenseitigen Be- 
ziehungen zwischen der Summe der Purinkörper und ihren 
einzelnen Gliedern, verglichen mit denen der Kreatininkörper, 

Die oben genannten Studien über die Ausscheidungsver- 
hältnisse von Kreatinin und Kreatin bringen unter pathologi- 
schen Zuständen, zum Teil an Erscheinungen, die in den ge- 
gebenen Methoden mit starken Ausschlägen repräsentiert sind, 
erhebliche Umstimmungen im Bestande der Kreatiningruppe 
zur Anschauung. 


Entwicklung und Stand der Kenntnisse über das Vorkommen 
von Kreatinin und Kreatin im Blute Gesunder und Kranker. 


Spezielle Untersuchungen zur Frage des Vorkommens von 
Kreatin und Kreatinin in den Produkten des intermediären 
Stoffwechsels haben greifbare Werte erst ergeben, seit die von 
Folin als analytische Grundlage der Arbeiten über dieses Ge- 
biet eingeführte Reaktion mit Pikrinsäure von dem Entdecker 
selbst auf das Blut übertragen wurde!), Die Zusammenstellung 
von Ergebnissen der älteren Untersuchungen lehrt nach dem 
Berichte von I. Bang, daß die wenigen Zahlen untereinander 
kaum der Größenordnung nach zur Deckung zu bringen sind. 
Sie fallen aus der Diskussion der heute anerkannten und bio- 
logisch wie diagnostisch verwendbaren Zahlenbereiche heraus’). 

1) O. Folin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 41, 222, 1904. 

?) I. Bang, Blut, Lymphe usw. in C. Neuberg, Der Harn, 2, 956 ff., 
1911; Kreatin und Kreatinin, ebenda, 999; Gottlieb und Stangas- 
singer: Kreatin 20,0 mg in 100 cem; Voit: 30,0 bis 70,0 mg in 100 cem; 
Letsche: überhaupt nicht(!); ebendort methodische und kritische 
Hinweise von I. Bang. Ältere Angaben von Jaccoud. Kreatin „als 
Urämiegift“. 

9* 


20 Joh. Feigl: 


Die neuen methodologischen Arbeiten von Folin') er- 
gaben, von Folin und Denis angewandt auf verschiedene 
Blutarten, einige Anhaltspunkte für Standardwerte an gesunden 
Menschen bei typisch abgestimmten Ernährungsformen, insbe- 
sondere der Stickstoffaufnahme und Ausfuhr (4 detaillierte 
Fälle?). Ferner findet sich dort die Aufführung von Befunden 
an Menschen unter mehreren, summarisch gekennzeichneten 
(nicht näher spezialisierten) Krankheitszuständen. Wertvoll ist 
in dieser Aufstellung die Mitangabe der Werte für Gesamtrest- 
stickstoff, Harnstoff, Ammoniak, Harnsäure sowie Gesamtkrea- 
tinin, das durch Differenzbestimmung und Umrechnung die Er- 
mittelung des Kreatingehaltes ermöglicht. Die Beziehungen 
dieser methodischen Begriffe untereinander werden zu näheren 
Erläuterungen Anlaß geben, wie dies vom Verfasser mehrfach 
durchgeführt wurde. Hiernach folgen Untersuchungen von 
Myers und Fine, die gleichfalls synoptisch gehalten sind und 
denselben weiter ausgreifenden Wert für die Ausbreitung und 
Förderung unserer noch heute in den ersten Anfängen stecken- 
den Vorstellungen über die Bewegungen in den Einzelbestand- 
teilen und Grenzen des Reststickstoffproblems besitzen), ferner 
Arbeiten mit einer auf diagnostische Verwertung Bedacht neh- 
menden Tendenz von Myers und Lough*) und unter Mittei- 
lungen von deutschen Untersuchern solche von Rosenberg?). 
Dieser letztere Autor beschreibt Details der Methodik von Folin 
und schreitet an Hand von Ergebnissen über Kreatinin, das 
in Beziehung zum Harnstoff ermittelt und diskutiert wird, zur 
Förderung der Frage nach einer Bedeutung der Hyperkreatinin- 
ämie als differential-diagnostischen Hilfsmittels in der Nieren- 
pathologie. In den Befunden dieser Arbeit fehlt angesichts 
der enger umrissenen Aufgaben die praktische Mitberück- 
sichtigung des Begriffes Gesamtkreatinin bzw. Kreatin. Auch 
fehlen Zahlen über Gesamtreststickstoff, die Purine, Ammoniak 


5) O. Folin, Journ. of Biolog. Chem. 17, 469, 1914. — Biochem. 
Centralbl. 17, 3/4, 287, 1915. 

1) O. Folin und W. Denis, Journ. of Biolog. Chem. 17, 487, 1914, 
ref. wie vorstehend. 

3) V.C.Myers und M.S.Fine, Journ. of Biolog. Chem. 20, 398, 1915. 

1) V.C. Myers und R. Lough, Arch. of Intern. Med. 16, 536, 1915. 

5) M. Rosenberg, Münch. med. Wochenschr. 16, 928, 1916. 
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und Aminosäuren. Diese letzteren bedürfen gerade für die 
Frage der Kreatininkörper des Blutes einer Berücksichtigung, 
was Verfasser bereits zeigte und weiter verfolgt'). 

Die Aminosäuren sind nach I. Bang als Differenzgrößen 
durch Rechnung aus den Befunden für Gesamtreststickstoff 
und Harnstoffstickstoff (dieser vermehrt um Ammoniakstickstoff) 
zugänglich, indem sie sonach Purin, Kreatinin, Kreatin mit- 
umfassen und gemeinsam mit diesen Stoffen den summarischen 
Aminosäurestickstoff bilden®). Den großen Wert dieser sche- 
matischen Gliederung für experimentell biologische Forschungen 
aller Art erweisen die grundlegenden Arbeiten von I. Bang?). 
Verf. und Luce haben in weiterer Ausbildung dieser sche- 
matischen Gliederung der den gesamten Nichtproteinstickstofl 
aufbauenden Stoffe den. genannten Begriff angesichts ermit- 
telter Ausschläge in den Befunden für Kreatin und Krea- 
tinin des Blutes, die die der Norm ganz erheblich überschreiten 
und den Extremen nahe stehen, verengert und die Definition 
einer Fraktion des reinen Aminosäurestickstoffs der des sum- 
marischen gegenüberstellt‘). Die rechnerische Verwertung dieses 


1) Siehe J. Feigl und H. Luce, diese Zeitschr. 79, 3/4, 162, Fest- 
schrift für Johs. Orth, 2. Teil. 

° L Bang, Die Mikrobestimmung einiger Blutbestandteile. Wies- 
baden, 1915, 27. 

3) I. Bang, diese Zeitschr. 1916, 72; V Abhandlungen, 120 ff. und 
1916, 74. 

*) Verf. und H. Luce, diese Zeitschr. 79, 3/4, 1917 (Festschrift für 
Johs. Orth). Diese Trennung des reinen vom summarischen Amino- 
säurestickstoff ist in den Fällen besonders instruktiv, die viel Purin, 
Kreatin, Kreatinin neben wenig echten Aminosäuren zeigen (aleo beson- 
ders bei Werten der akuten Glomerulonephritis.. Auch sonst kann die 
Aufspaltung der Gesamtfraktion nützlich sein. Neben der Auffassung 
von I. Bang, nach der die Differenz aus dem Gesamtreststickstoff und 
dem der Harnstofffraktion schlechtweg und der erörterten, nach der 
die wie oben näher errechnete Größe als Anschauungsform für den Amino- 
säurestickstoff des Blutes benutzt wird (deren letzterer sich tatsächlich 
den selbständig bestimmbaren Werten [v. Slyke] sehr nähert), besteht 
die der amerikanischen Autoren. Diese bezeichnen die genannte Diffe- 
renz nach Bang als „Residual-N“. (Gettler und Baker s. u.) Auch 
findet sich dieser Begriff angewandt auf die Differenz, mit der Verfasser 
rechnet. A.C. Woods, Arch. Int. Med. 16, 377, 1915. Die Ansichten 
über den Aufbau des „Residual-N“ gehen noch auseinander. (Protein- 
säuren, Bang, v. Fürth 1. e.) ` 
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Begriffes hat sich bei Betrachtungen zur Frage der chemischen 
Pathologie des Vorkommens von Aminosäuren im Blute als 
nützlich erwiesen. Wie wir dort in Kürze zu Vergleichszwecken 
anführten, an anderer Stelle eingehender zu diskutieren hoffen; 
sind die Begriffe des summarischen wie des reinen Aminosäure- 
stickstoffs in der Pathologie keineswegs von untergeordneter, 
wenn auch zur Zeit (etwa diagnostisch) nicht voll nutzbarer Be- 
deutung. Später hat Rosenberg die Ergebnisse weiterer 
Untersuchungen veröffentlicht; bei diesen bediente er sich 
gleicher methodischer Grundlagen und begrifflicher Voraus- 
setzungen wie in seiner ersten Arbeit!). 

Unmittelbar nach Veröffentlichung der ersten methodischen 
und statistischen Arbeiten Folins hat Verfasser (in Verbindung 
mit Querner und Knack) Untersuchungen über Kreatinämie 
und Kreatininämie aufgenommen. Die ersten Ergebnisse wur- 
den im Rahmen von Untersuchungen an den Teilnehmern 
eines Gepäckmarsches”) zunächst mit dem Ziele rein statistischer 
Erhebungen sowie an Gesunden und Kranken gewonnen und 
als selbständige Teilaufgaben des Reststickstoffproblems be- 
handelt®). Gestützt auf weiter ausholende Fragestellungen hat 
Verfasser die bisherigen Ergebnisse der Arbeiten über den Ge- 
halt des Blutes an Kreatin und Kreatinin in methodenkritischen 
Studien zur Frage der Bestimmungen des Blutzuckers durch 
Reduktionsmethoden mit benutzt. Hier wurde neben den spe- 
ziellen Verhältnissen der Nierenpathologie auch über Unter- 
suchungen an weiteren Krankheitszuständen berichtet, soweit 
das Interesse an dem damals ventilierten experimentell-analy- 
tischen Problem des Umfanges der Restreduktion im Rahmen 
der Gesamtreduktion es mit sich brachte). Dort fanden, 
ebenfalls innerhalb des Gedankenganges zur Frage der Ab- 
grenzung und Bestimmung der Restreduktion, vorläufige Auf- 
nahme Befunde an Gesunden. Endlich wurden dort Ergeb- 
nisse eingereiht, die bereits früher summarisch verwertet, 


1) M. Rosenberg, Berl. klin. Wochenschr. 53, 49, 1314, 1916. 

2) J. Feigl, diese Zeitschr. 76, 3/4, 1916. 

3) J. Feigl, Vortrag im Ärztlichen Verein zu Hamburg, Sitzung 
v.2. Mai 1916. Hamb. Ärztekorr. 20, 223, 1916; Deutsche med. Wochenschr. 
1916, 40. 

4) J. Feigl, diese Zeitschr. 77, 3/4, 189, 1916. 
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nunmehr eingehend vom Verfasser in Verbindung mit H. Luce 
beschrieben wurden!). Sie umfassen Reihenuntersuchungen an 
Fällen von akuter gelber Leberatrophie, schließen Beobach- 
tungen über Gesamtreststickstoff, Harnstoff, Ammoniak, Gesamt- 
purin mit ein und berücksichtigen neben dem freien Kreatinin 
auch das Gesamtkreatinin mit dem Kreatinanteil. Ebendort 
wird auch über eingehende, im weiteren Umfange spezialisierte 
Arbeiten zur Frage des Nichtproteinstickstoffs bei akuten und 
chronischen Nephritiden, bei echter Beri-Beri, Skorbut, Dysen- 
terie mit abgerundeten Zahlen berichtet. Myers und Lough 
berichten über Untersuchungen an zahlreichen Fällen weiterer 
Erkrankungen, ohne gleichzeitig neben dem Kreatinin auch 
das Kreatin zu.berücksichtigen. Endlich hat Verfasser bereits 
länger ausgedehnte Untersuchungen gestreift, die in Verbindung 
mit Rumpel an Patienten, die als mit gewissen Formen von 
Neurasthenien behaftet angesehen werden müssen und bei 
denen schubweise und wellenförmige Bildungs- und Ausfuhr- 
verhältnisse von besonderer Charakteristik zur Beobachtung 
kamen. 

Neubauer hat bereits 1914 die Frage der Kreatininämie 
gestreift und Zahlen genannt, die auf eigene nähere Belege 
nicht bezogen werden?) Er hat, nachdem die amerikani- 
schen Autoren methodisch und statistisch Vorstellungen über 
den Gehalt des Blutes an Kreatinin und Kreatin bei Ge- 
sunden und Kranken geschaffen haben (wohl auf deren Er- 
gebnisse an Nierenfällen fußend), die diagnostische Bedeutung 
des Kreatinins für die Nierenpathologie erkannt und zu einer 
Funktionsprüfung formuliert, die sich auf harn-chemischen ana- 
lytischen Methoden aufbaut und verschiedene Möglichkeiten ins 
Auge faßt. Neubauer hat also im Verfolg bisher geschaffener 
Grundlagen dem Kreatinin die Bedeutung eines für die Nieren- 
pathologie unmittelbar verwertbaren diagnostischen Begriffs 
beigelegt, Rosenberg die anfänglichen Vorstellungen weiter 
ausgebildet und seine Ergebnisse innerhalb des Systems der 
Nierenerkrankungen zu einem differentialen Beweismaterial 
gedeutet. Ohne auf das Für und Wider dieser Gedankengänge 


1) J. Feigl und H. Luce, l. c. 
2) O. Neubauer, l. e. 
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einzugehen, die ja nur einen sehr engen Kreis aller einschlägigen 
Fragen (Methodik, Befunde, Beziehungen) einschließen, wird 
später auch über Ergebnisse von Untersuchungen an Nieren- 
kranken berichtet. 

Bisher ist nun neben der Arbeit von Folin und Denis 
mit Ausnahme engerer Gebiete, die spezialistisch bearbeitet 
wurden, — Befunden von Myers, Verf. — wenig Material 
vorhanden, das die Fragen des Vorkommens von Kreatin und 
Kreatinin in Beziehung zum gesamten Reststickstoffproblem 
umfaßt und daher für die Klärung wichtiger Fragen jetzt und 
auch später der Verwendung fähig genannt werden könnte. 

Vor allem bedürfen wir der Sammlung und Gruppierung 
weiterer Ergebnisse. Es handelt sich zunächst noch um Ge- 
winnung reichlicheren Materiales an Gesunden, bei tunlicher 
Rücksicht auf Alter, Ernährungsform, Arbeitsleistung. Es muß 
Wert nicht nur auf Vertiefung, sondern auf Verbreiterung un- 
serer Kenntnisse gelegt werden. Es müssen zur Frage der 
Grenzwerte für die normalen Verhältnisse Rücksichten auf Ein- 
flüsse genommen werden, die bisher nicht in der Diskussion stan- 
den. Diese neu zu prüfenden Grenzwerte sind durch alimentäre 
und diätetische Einflüsse nach der einen, durch Einwirkung von 
Hunger, von Störungen des Salz-, Wasser-, Temperaturgleich- 
gewichts nach der anderen Seite zu illustrieren, um den „Nüch- 
ternwert“ als solchen nach seinem Umfange zu definieren. Der 
Bereich, in dem die Werte des gesunden Erwachsenen im 
nüchternen Zustande sich bewegen, bedarf der begründeteren 
Festlegung einer oberen Grenze, an deren Überschreitung die 
Anerkennung pathologischer Zustände zu knüpfen wäre. Es 
sind also auch Anhaltspunkte für die Bemessung desjenigen 
Umfangs zu suchen, der Werte einschließt, die pathologisch- 
physiologischer Natur sind. Über diese hinaus ist die Frage 
der Schaffung und Festsetzung von difierential-diagnostisch 
nützlichen Grenzwerten, bzw. die der Berechtigung eines solchen 
Vorgehens an sich zu prüfen. Wir haben ja bereits Vorschläge 
zur Anerkennung bestimmter Grenzen erhalten, auf die wir 
zurückkommen müssen. 

Auf welchem Wege der Darstellung werden nun die Be- 
griffe der Kreatinämie und Kreatininämie am besten gefördert? 
Bei der gegenwärtigen weder absolut feststehenden noch von 
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jeder Kritik freien Basis der Methoden wird man auch der 
Sammlung isolierter, dem Schema fremder, gesicherter Befunde 
Wert beilegen müssen. Es wird tunlichst immer das freie 
Kreatinin neben dem Gesamtkreatinin und dem daraus errech- 
neten Kreatin zu bestimmen sein, weil neben der Bildung bzw. 
Retention der einzelnen Glieder gerade die Bedeutung der Um- 
formung in der Pathologie anzuerkennen ist. Diese Forderung 
scheint berechtigt, da weiter ausgreifende eigene Untersuchungen 
erweisen, daß sich (auch mehr als nur theoretische) interessante 
Verhältnisse verbergen können. Wir stehen, wie schon be- 
merkt, auf dem Standpunkte, daß in vielem noch die Zeit der 
Frage nach rein deskriptiven Arbeitsergebnissen da ist. Auch 
aus diesem Grunde haben wir die fraglichen Untersuchungen 
mit aufgenommen. 

Verf. hat die Kreatinämie bei den Untersuchungen zur 
Frage des Umfanges der Restreduktion durch die stickstoff- 
haltigen Komponenten des Blutes naturgemäß in gleichem 
Grade bearbeiten müssen wie die Kreatinämie. Was die gegen- 
seitigen Beziehungen des Kreatinins und Kreatins angeht, haben 
Feigl und Luce bei akuter gelber Leberatrophie gewisse Be- 
wegungen in der Relativität beider Stoffe während des Krank- 
heitsverlaufes beschrieben, wie es Myers und Fine bei Nie- 
renkranken taten. 

Durchmustert man die erste Arbeit von Folin und Denis, 
so sieht man die augenfälligsten Schwankungen im Bereich 
der Untersuchungen an Nierenkranken. Dort kamen Verhält- 
nisse vor, die die Relation von Kreatinin zu Kreatin dar- 
stellen bei runder Rechnung innerhalb der Extreme von 7:1 
und 1:5. 

Ebenda findet man, daß eine Proportionalität zwischen 
Gesamtreststickstoff und Harnstoff fehlt, vor allem aber, daß 
weder die erstere summarische Größe, noch die zweite Substanz 
(bzw. Fraktion nach Bang) in durchsichtiger Beziehung zum 
Gesamtkreatinin, zum präformierten Kreatinin oder zum Kreatin 
stehen. Dies lehren z. B. folgende Befunde: (vgl. umstehende 
Tabelle 1.) 
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Tabelle I. 


Extreme Befunde an Kreatin und Kreatinin im Blute bei Nephritis. 


Beziehungen zum Ges.-R.-N und Ur-N. 
mg in 100 ccm Blut, 




















Lfd. Fäll š Ges.- Kreatinin Krea- 
Nr. Aue R.-N Ur-N Gesamt-| freies | tin 
`= L-I E 
— == ge 
1 GS Re p E 8 AE 326 | 266 8,3 14 | 830 11-3 
SHIT O y nee 284 | 228 | 46,0 | 26,0 | 23,2 || © 
AN TEE g; gs, ee 228 | 180 | 36,0 | 320 | 46 || 
%- A E x 212 132 | 20,0 | 4,0 | 18,6 Ë 
5 — 50 — 4,0 | 9,7 6,3 15 
6 — 60 — 1,2 8,0 79 Jš 
x EBEN? A Ap ee art, 2 199 | 134 —_ 14,5 | 11,5 ) 8 
10 Tage später 267 | 170 — | 16,1 | 255 || = 
8:11 Falk OTa e una Sus 338 240 — | 8333 | 19,4 5 
10 Tage später 337 | 240 — 14,8 | 25,1 z 
9 | Ante mortem ..... 184 140 — 13,9 3,8 ° 
Post mortem . . . . . 226 170 —- 14,7 | 152 |J S 
10 | Sublimatvergiftung 362 | 320 8,1 1,0 8,3 
11 | dgl. terminal ..... 440 332 | 12,4 44 9,5 ta 
12 | Chron. Nephritis . . . 264 | 158 — | 45 | 27,2 š 
13 AkutegelbeLeberatroph. 80 22 | 14,0 40 | 11,6 í 
Fortlaufende z 122 24 | 22,0 | 16,0 92 | 5 
Termine . ..... 182 32 | 38,0 8,0 | 34,8 || ” 
diese Zeitschr. 1917 256 56 | 42,0 | 10,0 | 36,1 











Verfasser hat in längeren speziellen Bemühungen niemals 
durchsichtige Proportionalitäten aufgefunden und sein umfang- 
reiches Material kaum je in dem Sinne deuten können, wie es 
jüngst von anderen Autoren versucht wirdt). Vor allem aber 
lehrt diese Sachlage, daß einstweilen Werte für Kreatin und 
Kreatinin gesammelt werden müßten, auch wenn ein Interesse 
an Einzelbefunden mittelbar oder unmittelbar, z. B. aus me- 
thodologischen und methodenkritischen Voraussetzungen, nicht 
vorhanden wäre. 

Neben der Klärung der relativen Verhältnisse innerhalb 
der Kreatiningruppe selbst scheinen die Beziehungen zur Purin- 
gruppe von gelegentlicher Bedeutung, wie auch unsere Beobachtung 
an den schweren autolytischen Zerfallserscheinungen bei akuter 
gelber Leberatrophie andeuten. Diese stellt indes (summarisch) 
kaum etwas Alleiniges dar, sondern es müssen verwandte Ein- 
schmelzungsbilder auch bei anderen Krankheiten durch die 


1) J. Feigl, Vortrag. Hamburg 1916. 
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chemische Analyse zur Darstellung kommen. Wir haben ähn- 
liche Verhältnisse auch häufiger gesehen, diese ferner mit Be- 
funden aus der Bestimmung des säurelöslichen Phosphors [J, 
Greenwald!)] verknüpft, der als weiteres Spaltstück mit er- 
scheint?). Gleichfalls aus dem Anlasse der Leberatrophie wurde 
versucht, die Kreatingruppe mit dem Begriff des summarischen 
oder reinen Aminosäurestickstoffs (bzw. Individuen) dieser Ka- 
tegorie in Beziehung zu setzen, was bisher gelegentlich erhärtet 
werden konnte. 

Treten wir nun aus dem Kreise der Betrachtungen heraus, 
die auf gestörte Stickstoffunktion der Niere Bezug nehmen 
und verlassen außerdem die Verhältnisse bei schwerer Organ- 
einschmelzung, so erhebt sich die Frage, ob es eine „isolierte“ 
Hyperkreatininämie gibt. In Parallele zu Retentionsuricämien, 
der Gicht, würde eine reine Retentionskreatininämie wesentlich 
schwieriger denkbar sein, wie schon die Betrachtung der phy- 
sikalisch-chemischen und biologischen Eigenschaften lehrt. Ein 
ganz anderes Bild bietet sich jedoch aus der Voraussetzung 
einer gesteigerten endogenen Bildung, die man sich fortlaufend 
oder in Schüben vorstellen, die sich in einer dauernden oder 
zeitweiligen Hebung des Kreatininspiegels ausprägen könnte 
und die physikalisch - chemisch auch ohne Bestehen „herab- 
gesetzter Stickstoffunktion“ der Niere nach Analogien denkbar 
wäre). Natürlich gilt, mutatis mutandis, diese Betrachtung 
auch in Rücksicht auf das Kreatin. Die Verkettung beider — 
wir haben ja biologische Hypothesen dieser Richtung kennen 
gelernt und ihre Diskutierbarkeit anerkannt gesehen (Myers 
und Fine) — vermehrt die Möglichkeit pathologischer Um- 
stimmungen des Spiegels von Kreatin bzw. von Kreatinin 
im Blute. ; 

Von allen Momenten, die dringend einer Kenntnis der 
Durchschnitts- und Grenzwerte des Vorkommens von Kreatinin 


1) J. Greenwald, Journ. of Biolog. Chem. 21, 29, 1915. Verf. d. 
Zeitschr. 1917. 

2?) Th. Rumpel und A.V.Knack, Deutsche med. Wochenschr. 1917. 

3) Angaben über Ausscheidung von Kreatinin und Kreatin bei 
Neuropathen lassen zum Teil vermutlich auf derartige Zustände schließen. 
Ältere Lit.: Neubauer-Huppert 1, 650, 652, 1910. O. Rießer, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 90, 221, 1914. 
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im Blute Gesunder bei Nüchternheit bedürfen, sind es beson- 
ders die Fälle mit Anstiegen ohne Nierenstörung — die eben 
geschilderte Kategorie mit gesteigerter endogener Produktion. 
Von der Kenntnis der oberen Grenzwerte bei Gesunden hängt 
der Umfang ab, innerhalb dessen die Befunde der fraglichen 
Gruppe Aufnahme finden, von beiden gemeinsam die Schwelle, 
oberhalb der die für nephritische Retention zur Diskussion zu 
stellenden Werte beginnen. Weiter hinauf gerückt liegt der 
Bereich, in dem durch Erfahrung Grenzen zu bezeichnen wären, 
an die (im diagnostischen Sinne) graduell abgestufte Urteile 
über Charakter und Prognose der betr. Nierenstörung geknüpft 
werden könnten. Diese beiden Fälle bedürfen gleichzeitiger 
Beobachtung der übrigen Schlacken, speziell also des Harn- 
stoffs. Schwieriger gestaltet sich die Frage nach etwelchen 
Limitationen im Spiegel des Kreatins. 

Die bisherigen, das „normale“ Kreatinin betreffenden Urteile 
lauten folgendermaßen: 

Neubauer: „Das normale Blutserum enthält nur sehr 
geringe Mengen Kreatinin, nach meinen Untersuchungen jeden- 
falls weniger als 1 mg.“ 

Folin und Denis geben bei 75°/, der untersuchten Nieren- 
gesunden Werte unter 2 mg in 100 ccm Blut an, jedoch sind 
unter diesen 40 Fällen 4 mit höheren Zahlen beobachtet 
worden. 

Myers und Fine!) lehnen sich an eine obere Grenze an, 
die bei etwa 2 mg liegt. 

Myers und Lough diskutieren Kreatininwerte über 2,5 mg 
als fast stets „verdächtig auf renale Insuffizienz“, (womit sie 
zwar nicht die obere Grenze für die Norm, aber eine solche 
für Verhältnisse bei Nierengesundheit schlechthin meinen). 
Werte von 2,5 mg bis 3,0 mg sind nur verdächtig, solche über 
3,0 mg als entschieden ungünstig anzusehen °). 


1) V.C. Myers und M. S. Fine, The Postgraduate. New York 1914 

°) Die Auslegung der Befunde und Ansichten von Myers und Lough 
nach Rosenberg ist eine ganz offensichtlich irrtümliche, wovon ohne 
weiteres der Vergleich der amerikanischen Originalarbeit — S. 546 — 
mit der Stelle bei Rosenberg überzeugt; in letzterer fehlt die Grenz- 
zahl 2,5 mg zugunsten einer solchen von 2,0 mg, die bei den Ameri- 
kanern in diesem Sinne überhaupt nicht genannt ist; s. auch H. Strauß 
(1916) 1. c., 54. 
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Rosenberg hat eine Anzahl von Nierengesunden, Patienten 
aller Art, untersucht und gibt Werte von 0,6 bis 1,6 mg in 
100 cem Vollblut an. Er sagt: „Ich muß jedenfalls etwa 15 
bis 16 mg pro Mille als obere normale Grenze ansehen und 
spreche von Hyperkreatininämie, wenn die Kreatininwerte im 
Nüchternblut über 16 mg pro Mille liegen.“ 

Verfasser hat eigene Ergebnisse an Gesunden im Rahmen 
von Untersuchungen über das Reststickstoffproblem verwertet, 
die die obere Grenze zu 2,0 mg im allgemeinen zu beziffern 
gestatten. Mit dem Interesse der Aufdeckung auch erheblicherer 
Ausschläge an der oberen Grenze wurden an Nierengesunden 
weitere Untersuchungen angestellt und unter vielen anderen 
2 funktionell geprüfte Gesunde beobachtet, die Nüchternwerte 
von 2,2 und 2,4 mg gaben. 

Ganz kürzlich erschien eine Zusammenstellung chemischer 
und physikalisch-chemischer Konstanten des Blutes, ermittelt 
an 30 Gesunden. Die Ergebnisse der Autoren, Gettler und 
Baker, sind im Reststickstoffgebiet zumeist erheblich abweichend 
gegen die Überzahl der modernen Befunde. Sie beziffern die 
Menge freien Kreatinins mit 0,1 mg und mehr in 100 ccm 
Blut!) (obere Grenze 1,0 mg). (Gewisse Einwände sind be- 
rechtigt, Verf.) 

Myers und Lough sowie Rosenberg bemühen sich um 
Anhaltspunkte über Grenzen, oberhalb deren infauste Prognosen 
bei Nephritiden zu stellen wären. Die ersteren nehmen ganz 
allgemein 5,0 mg hierfür an, die letzteren beziehen diese Grenz- 
zahl auf chronische Fälle, da die entsprechenden Beobachtungen 
ihnen nur für eben diese zutrafen; dort aber konnten sie ihre 
Prognosen in betreff der Lebensdauer sich erfüllen sehen, in- 
dem im Verlauf von wenigen Tagen bis Wochen der Exitus 
eintrat. 

Über fernere Versuche zur Ermittlung auffälliger Werte 
berichtet Verfasser, indem er aus einer größeren Reihe ein- 
schlägiger Untersuchungen an Neuropathen einen einmaligen 
Befund zitierte, der an 4 mg in 100 ccm Blut erreichte, und 
indem ferner bei Gicht einmal 2,6 mg beobachtet, auch weitere 


1) Gettler und Baker, Journ. of Biolog. Chem. 25, 211 bis 222, 
1916, auch Chem. Centralbl. 2, 967 (Dez.), 1916. 
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Krankheiten mit über die Norm hinausstreifenden Einzeltreffern 
an präformiertem Kreatinin einhergehend befunden wurden. 

Tierphysiologische Befunde stammen vor allem von Folin 
und Denis!) sowie Shaffer’). 

Es fehlen sonach breitere Untersuchungen an Gesunden, 
die statistisch für die Frage der Durchschnitts- und Grenz- 
werte in Betracht kommen können, wenn auch Folin und 
Denis 4 genauer charakterisierte Befunde beschrieben haben 
und Verfasser verschiedene Einzelbeobachtungen bereits sum- 
marisch mitgeteilt hat. Wie gleichfalls oben erörtert, bedürfen 
wir bei der Sammlung und Verwertung von Ergebnissen über 
die Kreatininämie der parallelen Beobachtung tunlichst aller 
Nebenbefunde, einmal (aus systematischen Gründen) des Rest- 
stickstoffgebietes. Außerdem sind es aber methodenkritische 
Erwägungen, die hierzu anregen, insofern als die Ergebnisse 
über Kreatin und Kreatinin in den Begriffen anderer selb- 
ständiger Verfahren mit konkurrieren. Zunächst steht hier das 
Interesse am Kreatin aus erörterten biologischen und ander- 
weitig bekannten analytischen Gründen. 

Die bisherigen Angaben über Durchschnitts- und Grenz- 
werte des Kreatins für die Norm lauten bei Folin und Denis 
„nur Spuren, etwa 8 bis 10 mg für 100 ccm Blut, wenig im 
Vergleich zu der Muskulatur, die das 40- bis 50fache enthält“, 
womit auch die Befunde von Shaffer verwandt sind) Be- 
obachtungen von Folin und Denis an 4 Gesunden bringen 
für Gesamtkreatinin 9,5; 8,5; 6,5; 6,9 mit bezgl. freiem Kreatinin 
an 1,1; 1,2; 1,3; 1,4 und bezgl. Kreatin (berechnet) 9,7; 8,5; 6,0; 
6,4 mg in 100 ccm Blut. 

Die Zahlen liegen also für Gesamtkreatinin zwischen 6,5 
und 9,5; Durchschnitt 7,6; für Kreatin zwischen 6 und 10 mg 
mit dem Durchschnitt von 7,7 mg für 100 ccm Blut. Für die 
einzelnen Beträge ist vielleicht die verschieden hohe Eiweiß- 
zufuhr mit bedingend. Verfasser glaubt mit 8 mg als allge- 
meinem oberen Grenzwert (nüchtern!) überschlagsweise rechnen 
zu dürfen, wenn auch vereinzelt Anstiege darüber hinaus — 
genannt wurden 9 und einmal 12 mg — zur Beobachtung 

1) O. Folin und W. Denis, 1. e. (1915). 


2) Ph. A. Shaffer, Journ. of Biolog. Chem. 18, 3, 525, 1914. 
3 Ph. A. Shaffer, 1. c. 
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kamen. Gettler und Baker nennen 3,0 bis 6,5 mg Kreatin 
aus ihren Versuchen als Grenzen, wobei also der Umfang größer 
und der Durchschnitt bei niederen Extremen kleiner ausfällt. 

Bei Myers’ Nierenfällen erscheinen Zahlenreihen von 
7,8 mg bis 31,7 mg (schwerer Verlauf eines Falles in 3 Wochen) 
von 19,3 bis 20,2 (chronisch, letzte 3 Wochen) sowie weitere, 
zumeist absolut niedrigere Bewegungen; bei (akuter?) Queck- 
silbervergiftung 19,4 mg, bei chronischer Nephritis 31,4 mg in 
100 cem als Höchstzahlen. Wertvoll ist die vorletzte Zahl 
(Retention bei unkompliziertem Ablauf, 33,3 mg Kreatinin 
gleichzeitig) sowie auch die Beobachtung der ganz verschieden- 
artigen Befunde aus den Reihenversuchen, deren ersterer einen 
ziemlich konstanten Anstieg des Kreatinins bis 20,0 mg und 
deren letzterer ein vorübergehendes Anwachsen (auf 33,3 mg) 
mit erheblicherem späteren Abfall des Kreatinins aufweist. 
Folin und Denis’ Befunde von Nierenkranken sind bereits 
oben gegeben. Folin und Denis nennen bei Pneumonie vor 
der Krise (1 Fall) 20,0 mg, Milztumor 14,6 mg, Magenkrebs 
13,0 mg usw. Feigl und Luce geben die Entwicklung bei 
akuter gelber Leberatrophie, einen Fall mit schließlich 36,1 mg 
(und Diskontinuität des Kreatiningehalts), zwei weitere letale 
mit 30,0 und 20,0 mg, einen geheilten mit 12 mg (6 mg Kreatinin) 
in der Krise, sowie Hinweise über extreme Fälle von Skorbut 
und mit Gesamtkreatinin von 14,0, 23,0, 31,0 mg bzw. Kreatin 
10,0, 19,0, 24,0 mg und Lager-Beri-Beri mit bzw. 16 bis 28,0 mg 
Kreatin in 100 ccm Blut. 


Methodik. 


Die Methodik- der Kreatininuntersuchungen nach Folin 
und Denis ist aufgebaut auf dem analytischen Prinzip des 
von Folin begründeten Verfahrens der Kreatininbestimmung'). 

Dieses beruht, wie bekannt, auf der Reduktion der Pikrinsäure bei 
alkalischer Reaktion in der Kälte (Reaktion von Jaffe), in der die Ent- 
wicklung der maximalen Farbintensität längere Zeit dauert, die Empfind- 
lichkeit nach Johnson zu 1:200000 angegeben?) und der Verlauf als 
in einer partiellen Reduktion der Nitrogruppen zu Amino-Nitrokörpern 
verschiedener Art gesehen wird®). Es muß also angenommen werden, 


1) O. Folin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1904, 41, 222. 
2) St. Johnson, Pharm. Journ. 1895, 54, 360. 
3) A. Ch. Capmann zeigte, daß sogar Triaminophenol, mehr schon 
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daß verschiedene, wahrscheinlich ungleich intensiv gefärbte Produkte 
neben- und nacheinander entstehen, je nach den Reaktionsverhältnissen 
und daß die Bildung der Farblösung ein summarischer, nicht streng 
spezifischer Vorgang ist. Es ist bisher bekannt, daß von den übrigen 
überhaupt in Betracht kommenden Stoffen — Harnsäure. Purine, Harn- 
stoff, Aminosäuren, Kreatin — diese Reaktion nicht gaben!). Folin 
fand bei Untersuchung der Verhältnisse im Harn zunächst, daß Acet- 
essigsäure und Schwefelwasserstoff die Reaktion gaben, außerdem Aceton 
sowie auch Glucose die Reduktion bewirken, aber man nimmt auch an, 
daß vielleicht Kreatin unter Umständen in längerer Zeit bei gewissen 
Reaktionsverhältnissen zu ihr veranlagt sei. Kürzlich fand Folin auch 
Lävulinsäure zur Reduktion befähigt?). Folin versuchte zunächst, den 
stabilen (bzw. einen stabil zu gestaltenden) Endpunkt der Reduktion 
und Farbentwicklung zeitlich innerhalb abgepaßter Mengen an Reagen- 
zien zu fassen und mit dem stabilen colorimetrischen Urmaß des Kalium- 
bichromats abzugleichen, eine Methode, die derzeit einen riesigen Fort- 
schritt gegen die alten Methoden von Kolisch und Colls, besonders 
von Neubauer bedeutete und mit der erhebliche Leistungen erzielt 
werden konnten. Sie wurde aber dem Momente der Entwicklung, bei 
der auch die Temperatur eine Rolle spielt, nicht gerecht und war be. 
sonders für das Problem der Analyse von Blut, Milch, Gewebe zunächst 
nicht geeignet®). Folin (mit Morris) brachte, gestützt auf die nunmehr 
wesentlich erleichterten Verhältnisse der Kreatiningewinnung die Ver- 
vollkommnung der Reaktion durch Einführung des entsprechenden farben- 
entwickelnden Prinzips als Maßstab einer Stammlösung von 1 mg Krea- 
tinin®). Diese ermöglichte zunächst für Harn eine detailliert beschrie- 
bene, sehr handliche und allseitig bedachte Methodik, innerhalb der der 
Gedanke vorwaltet, durch parallele Konzentrationen gleichmäßig abge- 
stimmte Farbenentwicklungen zu erzeugen. Der zweite Faktor für Grad, 
Schnelligkeit und Haltbarkeit der Farbstoffbildung ist die Bemessung 
des Alkaligehaltes, die von Folin sorgfältig erwogen wurde und es mit 
sich bringt, daß die anderen zu dieser Reaktion disponierten Stoffe in 
ihrer Wirkung gehemmt und bedingt werden können. Ein Überschuß 
von Lauge beeinträchtigt die Intensität ebenso wie ein Mangel an ihr, 


Diaminonitrophenol neben der Pikrinaminsäure bestehen können. Chem. 
News 1809, 100, 175. 

1) Neubauer-Huppert, l. c. 1, 666. 

2) O. Folin, 1. e. 1915. 

3) N. W. Janney und N. R. Blatherwick, Journ. of Biolog. Chem. 
21, 567, 1915, zit. nach Chem. Centralbl. 2, 859, 1915; ebendort Kritik 
der neuen Methode von O. Folin, Journ. of Biolog. Chem. 17, 475, 1913, 
und Baumann, ebenda 17, 15, 1913. Nach J. findet man zuviel Krea- 
tin aus fremder, Pikrinsäure reduzierender Substanz. 

+) O. Folin (mit Morris): „Der Gebrauch des starren Urmaßes 
bringt unerwünschte (unnötige) Beschränkungen für eine im Prinzip so 
bemerkenswert vielseitige („flexible“) Methode mit sich.“ 
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weshalb genau parallele Mengen genommen werden. Immerhin bleibt 
auch bei allen Kautelen der Ausfall ein summarischer, und es muß die 
Aufgabe gelöst werden, durch Vorkenntnisse und Vorbehandlung hin- 
sichtlich der Interferenten in der Norm wie erst recht in pathologischen 
Zuständen, den fremden Prozentsatz an Farbstoffbildung so gering wie 
möglich zu gestalten. Die ersten einschlägigen Lehren für die Harn- 
chemie, von Folin selbst gefunden, wurden von Rona, demnächst von 
Benedict, Saiki weitergeführt, seither besonders von Greenwald 
vergleichend nachgeprüft, erweitert und in dem Sinne begutachtet, daß 
man sich der Acetonkörper entledigen können und 5°/, Glucose ohne 
nennenswerten Einfluß mit in den Kauf nehmen dürfe‘). Morris 
brachte als wesentlich sicherer die vorgängige Ausfällung des Kreatinins 
als Kreatinkaliumpikrat in Vorschlag®), nachdem Greenwald die Fäll- 
barkeit mit Phosphorwolframsäure als nicht unbedingt zuverlässig erkannt 
hatte. Da nun bereits in normalen Harnen der verschiedensten Zu- 
sammensetzung an der Reaktion mit Pikrinsäure mitbeteiligte Stoffe, 
wenn auch in untergeordnetem Grade, vorkommen, ist bereits hier das 
Ergebnis ein komplexes mit weit vorherrschender Kreatininwirkung, viel 
mehr noch in pathologischen Harnen, die besagte Vorbehandlung er- 
fordern. Diese Lehren werden auf das Gebiet der Blutuntersuchung 
übertragen, dort vergleichend geprüft und hinsichtlich ihrer Ergebnisse 
betrachtet werden müssen. 

Die Kreatinbestimmung benutzt die gleichen Reaktionsverhältnisse 
unter vorgängiger Überführung in Kreatinin. Aus dem Gesamtkreatinin 
wird durch Differenz das sekundär gebildete erzielt, mit 1,16 als Kreatin 
berechnet. Die Anhydrisierung geht durch bloßes Kochen vor sich, 
wird beschleunigt durch Gegenwart von Säuren, selbst von Essigsäure, 
von Chlorzink®). Methodisch ausgestaltet wurde dieses Verfahren von 
Folin, Dorner, van Hogenhuize und Verploeght. Demgegenüber 
läßt sich nach Benedict und Myers die Wasserabspaltung, auch ohne 
Säurezusatz unter Überdruck vollziehen, eine Methode, die bei Gegen- 
wart von Salzsäure quantitativ in 15 Minuten verläuft und bei der sekun- 


1) J. Greenwald, Journ. of Biolog. Chem. 14, 87, 1912. Koch- 
methode nach Rona unzuverlässig. Extraktion (Benedict, Saiki, 
Journ. of Biolog. Chem. 7, 1909) erfolgreich. Siehe hierzu: L. Binet, 
Delfins und Ratheray, Soc. Biolog. 1914, 77, 479, nach Biochem. 
Centralbl. 1916, 506. 

2) L. Morris, Journ. of Biolog. Chem. 21, 1, 201, 1915. Eingehende 
Erörterung einer folgenden Arbeit vorbehalten. 

3) Zugleich Zinkdoppelsalz fällend. 

4) S. R. Benedict gibt eine neue Ausführung, auch mit Rücksicht 
auf Überraschungen und Störung der Reaktion, 18, 191, 1914. — Ein- 
dampfen mit Salzsäure und Bleikörnchen. Bestätigt nach Biochem. 
Centralbl. 17, 417, Sept. 11/12, 1914 von L. Baumann und Th. Ing- 


valdsen, Journ. of Biol. Chem. 25, 195, 1916. 
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däre, von der Zeit der Einwirkung abhängige Umsetzungen weitgehend 
eingeschränkt werden !). 

Die Bestimmung von Kreatinin und Kreatin im Blute setzt die 
Enteiweißung voraus. Diese vollzieht Folin durch Verdünnung des 
Blutes (1 Vol.) mit gesättigter wäßriger Pikrinsäure (4 Vol.), wobei nach 
gutem Schütteln die Ausfällung mit 1,0 g trockener Pikrinsäure unter 
weiterem Schütteln vollzogen wird. Durch Zentrifugierung und Filtra- 
tion wird ein kolloidfreies Extrakt erhalten, das nach Folin beide Basen 
in einer Lösung von gesättigter Pikrinsäure enthält, zumeist über 30,0 cem 
beträgt, von denen für beide Bestimmungen je 10,0 ccm erfordert wer- 
den. Alkalizusatz: 5,0 cem Natriumhydroxyd (10°/,) für 100,0 cem Pikrin- 
säure, Abmessung mit Bürette unter Rücksicht auf die Tropfenzah]. 
Vergleichslösung 0,2 mg Kreatinin in 100,0 ccm Pikrinsäure. Die An- 
hydrisierung des Filtrates zur Ermittlung des Gesamtkreatinins gelingt 
bei 120° in 20 Minuten, wobei der geräumige Kolben mit Zinnfolie be- 
deckt gehalten wird. Abgekühlt, sauf 25,0 ccm mit gesättigter Pikrin- 
säure aufgefüllt, mit 1,25 ccm 10°/,iger Natronlauge alkalisiert, wird die 
Flüssigkeit verglichen; Vergleichslösungen von 0,5, 1,0, 2,0 mg Kreatinin 
in 100,0 cem gesättigter Pikrinsäure. 

Während dreijährigen Untersuchungen mit der vorliegen- 
den Methodik haben sich bei entsprechender Innehaltung ihres 
Ganges und passender Gegenprüfung einzelner Momente Er- 
fahrungen ergeben, die geeignet sind, bei weiterer Anwendung 
berücksichtigt zu werden. Schon der vorbereitende Eingriff 
der Enteiweißung ist in seinen beiden Stufen von großem Ein- 
fluß. Für das gegebene Verfahren ist besonders das Schütteln 
mit der wäßrigen Lösung vor Zusatz der völlig fällenden festen 
Säure von Bedeutung; ihm kommt offenbar weniger für das 
Kreatinin als für das Kreatin ein Einfluß zu. Mit einigem 
Vorzuge kann die Pikrinsäure durch Wasser (ev. mit Spuren 
freier Salzsäure) ersetzt werden, wonach dann durch die feste 
Pikrinsäure die Sättigung erfolgt, da 1,0 g in 50 ccm Wasser 
weit ausreichend sind (gesättigte Säure ist 1,2°, für ca. 20° O). 
Auch die Enteiweißung mit Eisenhydroxyd nach bekannten 
Verhältnissen läßt sich entsprechend handhaben, indem pro- 
portionale Filtratmengen parallel verarbeitet werden. 

Besondere Versuche an 12 verschiedenen Blutarten er- 
gaben völlig parallel und exakt gehandhabt, nicht unerhebliche 


Abweichungen. 





1) S. hierzu F. B. Benedict und V.'C. Myers, Journ. of Biol. 
Chem. 17, 363, 1914. S. hierzu I. Bang in Neuberg, Der Harn, l. c., 
Hinweis auf Indoxyl. 
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Tabelle II 
Verarbeitung nach Folin. 
 Energische Schüttelung | Gekürzte Schüttelung 
Nr. mg Substanz in 100 cem Blut 
Kreatinin Kreatin | Kreatinin | Kreatin 
1 1,0 8,2 1 75 
2 1,2 7,5 1,3 7,0 
3 1,8 6,8 2,0 6,0 
4 2,4 7,4 2,2 2 
5 4,2 8,0 4,0 6,0 
6 10,5 6,8 10,0 5,4 
7 15,0 10,0 15,0 9,0 
8 20,0 8,5 18,5 7,0 
9 5,2 18,0 5,0 15,0 
10 7,2 13,0 7,5 | 10,0 
11 10.0 17,0 10,2 | 14,0 
12 15,0 20,0 14,0 | 15,0 


An dieser Stelle wird ein wichtiger Punkt aller Methoden zur Be- 
stimmung des Gesamtreststickstoffs bzw. seiner Fraktionen und Kom- 
ponenten, weiterhin aller Enteiweißungen und übrigen Kolloidfällungen 
berührt, nämlich der, wo die Frage nach der Verteilung der nichtfäll- 
baren Stoffe zwischen Flüssigkeit (Filtrat) und Niederschlag (Zentrifugat) 
auftritt‘). Es scheint also, soweit Pikrinsäure überhaupt das geeignete 
Mittel zur Enteiweißung, in diesem Falle ist, die Extraktion des Krea- 
tinins leichter vor sich zu gehen als die des Kreatins. Ob es zulässig 
ist, die Annahme locker (etwa von Eiweiß usw.) gebundenen Kreatins zu 
machen und einem solchen Zustand wenigstens teilweise (vorzüglich in 
bestimmt gearteten pathologischen Zuständen) Möglichkeit zuzubilligen, 
scheint fraglich. Als Fällungsmittel wirkt die Pikrinsäure energisch auf 
Serumeiweiß, wie auch andere, auf diese Trennung gegründete Methoden 
erweisen ?). Es wird angenommen, daß der Blutzucker unbeschadet 
extrahierbar ist). Spezielle Versuche, auf die Tatsache des Vorranges 
von komplexen Cuprisalzen gegenüber der Pikrinsäure in der Reduktion 
gegründet, zeigten +5), daß die Werte nach Bang fast gleich ausfielen, 
wenn im Reststickstoffgebiet normale Blutarten mit 0,10°/,, 0,125°/,, 
0,18°/,, 0,23°/, Gesamtreduktion einmal mit Pikrinsäure, zum andern mit 


1) In methodologischen Fragen des Reststickstoffgebietes zuerst von 
H. Hohlweg und H. Meyer bei genauer Diskussion der Fehlergrenzen 
damaliger Methoden berücksichtigt. Beitr. z. Chem. Pathol. 11, 381, 1908. 

®) J. Greenwald, i. e. (Phosphorverteilung). — R. Lewis und 
S. R. Benedict, Journ. of Biol. Chem. 20, 61, 1915. — V. C. Myers 
und C. Bailey, Journ. of Biol. Chem. 24, 147, 1916. 

3) O. Folin, Journ. of Biol. Chem. 

1) J. Feigl, diese Zeitschr. 77, 224, 1916. 

5) O. Folin, Journ. of Biol. Chem. 22, 327, 1915. 

3* 
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Ferrihydroxyd enteiweißt und tunlichst parallel verarbeitet wurden !). 
Hier lagen die Abweichungen innerhalb der Fehlergrenzen. Bisherige 
Versuche mit reinen Lösungen, harnsäurereichen Blutarten und künst- 
licher Auflösung von Harnsäure im Serum zeigten, soweit bisher vor- 
liegend, den Verlust des größeren Teiles der Harnsäure an. Die Aceton- 
körper werden nicht ‚gefällt. Alle außernormalen Fälle unter dem Ver- 
dachte gesteigerten Acetongehaltes im Blute bzw. nach dessen Feststellung 
mit üblichen Methoden hat Verf. bei 50° belüftet, ähnlich wie im Ver- 
fahren der Ausblasung freien Ammoniaks (Folin) und dann einige 
Ausschläge gefunden). Die Ätherextraktion der sauren Lösung nach 
Benedict und Saiki bzw. Greenwald entfernt auch Acetessigsäure, 
Milchsäure, Oxybuttersäure, wenn kontinuierlich im Apparat von Lind 
gehandhabt, in 2 Stunden zum größten Teile (78—95°/,). Hernach 
wieder mit Pikrinsäure vorsichtig gesättigt, durch Belüften ätherfrei ge- 
macht und parallel mit dem unbehandelten Extrakt aus acidotischen 
(und experimentell hergestellten) Blutproben weiter behandelt, ergeben 
sich Ausschläge, die bei Kreatiningehalten unter 2,0 mg nicht unerheb- 
lich ins Gewicht fallen. Für Blutarten unter Acidosen wurden somit 
Abweichungen gefunden, die einmal 25°/, Minderertrag der summarischen 
Colorimetrie, sonst auch allgemein weniger ergaben. Einer Verfolgung 
von Aufgaben dieser Art im Bereich der Norm (nüchtern entnommene 
Blutproben) wurde einstweilen nicht gedient. So energisch die Eiweiß- 
fällung im allgemeinen verläuft, so häufig beobachtet man nun gleich 
eingangs wie nach dem Alkalisieren spurweise bis mäßige Nachtrübungen, 
die das Verfahren der Colorimetrie völlig ungenau zu machen imstande 
sind und so peinlich wie möglich entfernt werden müssen?). Auch hier- 
hin kann sehr mit Vorteil die Nachbehandlung mit Kaolin [(Green wald *®)] 
übernommen werden ohne weiteres vor, nur bedingt nach dem Alkali- 
sieren. Ferner sei als Kuriosum erwähnt, daß man mit der Zentri- 
fugierung selbst so geringer Mengen von Pikratgemischen des Kreatinins 
und Kreatins vorsichtig sein muß. Ein ursprünglich absolut klares 
Extrakt ging, was gelegentlich auch bei Verarbeitung von Blut vor- 
kommt, leicht getrübt aus der Anhbydrisierung hervor. Es wurde bei 
einiger Kälte (+— 8°, spät abends, zufällig) '/, Stunde sehr scharf zentri- 
fugiert, wobei eine am Boden haftende Krystallisation in die Erschei- 
nung trat, in der bei genauer Untersuchung ein erheblicher Teil der Base 
steckend erwiesen werden konnte). 





1) Natürlich Einengung nötig; diese geschah im Luftstrom (Faust- 
Heimscher Apparat) oder bei 40° (Bad) im Kolbenvakuum. 

9) s. u. Nephelometrie des Acetons. 

3) Ähnlich müssen auch die Beobachtungen von Janney, 1. c., ge- 
wesen. sein, der die Nachklärung mit Suspensionen von Aluminium- 
hydroxyd bewirkt. 

*) J. Greenwald, Journ. of Biol. Chem. 21, 61, 1915. 

5) Die Löslichkeit des Kreatininpikrates von F. P. 112 bis 213° ist 
viel geringer als die des Kreatinindipikrates von F.P. 161 bis 163°, das 
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Erhebliche Vorsicht ist am Platze bei der Verwendung gesättigter 
Pikrinsäure, an der Konzentrationsschwankungen in längeren Versuchs- 
reihen durch Neuanfertigung oder Temperatureinflüsse sich geltend machen 
können, um so mehr als sie das Substrat der Colorimetrie bildet. Ich 
nehme einheitliche, größere Bestände ohne Bodenkörper aufbewahrt (ge- 
sättigt) bei 20°. Dieselbe Überlegung trifft aus zwei Gründen für die 
Natriumhydroxydlösung von 10°, zu, aus Rücksicht auf Neutralisation 
und Farberzeugung. Sorgfalt in Hinsicht auf die Vergleichbarkeit erfor- 
dert hier der Übergang zu frischen Lösungen, wenn die Methode neu 
aufgenommen werden soll oder ganz allgemein in großen Reihen durch- 
geführt wird. Es leuchtet ein, daß die genaue Abstimmung der zu- 
gesetzten Menge durch Herstellung einer geeigneten Stammlösung er- 
leichtert wird. Als solche benutze ich mit Vorteil eine nach Bang ge- 
wonnene gesättigte Natronlauge, die klar absitzt und carbonatarm zu 
erhalten ist; aus einem großen Vorrat wird titrimetrisch geprüftes Reagens 
hergestellt. Es empfiehlt sich, nur bestes Präparat zu wählen und unter 
übergreifender Glaskappe aufzubewahren 1). Angenehm gestaltet sich auch 
die Benutzung des von Benedict empfohlenen alkalischen Reagenses 
unter Zusatz von Natrium-Kaliumtartrat * 3). 

Was nun die Colorimetrie selbst angeht, so hält Verfasser es nach 
seinen Erfahrungen an kreatininreichen Blutextrakten für durchaus rät- 
lich resp. unerläßlich, eine größere Reihe von Vergleichslösungen an- 
zufertigen und abzustimmen, da der Umfang der Kreatininämie ein ganz 
erheblicher ist und belangliche Abweichungen auftreten, wenn z. B. auf 
1 mg und 20 mg Kreatinin gegründete Reaktionen in paralleler Zeit 


geradezu leichtlöslich ist. cf. Toppelius und Pommerehne, Arch. f. 
Pharm. 234, 380, 1896, und Mayerhofer, Wiener klin. Wochenschr. nach 
Chem. Centralbl. 1, 2020, 1909. Nach Folin (1914) geben selbst reine 
Kreatinpikrate eine Löslichkeit von 1: 1800 in Pikrinsäure von etwa 0,6°,, 
2,64 mg Kreatin in 1 cem noch eine reichliche Fällung. Nach der An- 
hydrisierung dürfte sicher Kreatinindipikrat vorhanden sein, vorher wahr- 
scheinlich Pikrat. Von dem Kalium-Kreatininpikrat lösen sich nur 0,18 g 
in 100 ccm Wasser, weit weniger in Pikrinsäure. Morris (1915): 0,05 g 
in 100 cem. 

1) I. Bang, Mikrobestimmungen, 1916. 

2) S. R. Benedict, 1. e. 1914. 

3) S. R. Benedict hat übrigens bei kritischer Ausgestaltung der 
Harnsäurebestimmung nach dem colorimetrischen Prinzip von Folin 
und McCallum jr. gezeigt, mit welchen, Fehlern ein an sich gangbares 
Verfahren behaftet sein kann. Er hat dort die Reagenzien, speziell die 
Carbonatlösung, genauer präzisiert und das Verfahren erheblich verbessert, 
was von Varietäten dieses Prinzips, die eine Beschleunigung erreichen 
sollen (Maase-Zondeck, Brugsch), durchaus nicht zutrifft, um so mehr; 
als diese die Isolierung der Harnsäure zu umgehen trachten und daher 
für unbekannte Größen eine Korrektur einfügen müssen. 
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untersucht werden). Verf. benutzt neben der von Folin empfohlenen 
Lösung von 0,2 mg solche von 0,5 mg, 1 mg, 2 mg, stellt für die Bestim- 
mung des präformierten Kreatinins die Reaktionen in Zylindern im Bade 
von 20° an und vergleicht, wie beschrieben, die Intensitäten (nach 10 Min). 

Wichtig ist die Auswahl geeigneter Stoffe für die Vergleichslösungen 
des Kreatinins. Den Vorzug verdienen einfache Komplexe oder Verbin- 
dungen, die bei konstanter Zusammensetzung Schutz gegen Beimengung 
von Kreatin bieten. Folin empfiehlt das Kreatininchlorzink. Er be- 
schreibt Rohprodukte aus der Pikratfällung mit 5 bis 8°/, Verunreinigung, 
die durch Lösen in 10 Teilen heißer Essigsäure von 25°/, und Zugabe 
von 1 Teil gesättigter Zinkchloridlösung und 1!/, Teil Alkohol (nach 
Raumteilen) ohne Knochenkohle bei dreimaliger Behandlung rein, I00°/,ig, 
werden, wie der Vergleich mit dem Urmaß ergibt. Eine Lösung von 
1,6106 g Doppelsalz in 11 ®/,,„-Salzsäure entspricht sonach in 1 com 
1 mg Kreatinin und reicht für mehrere tausend Bestimmungen. 

Über das Pikrat äußert sich Folin bedenklicher °). Verf. hatte 
stets gute Resultate mit derartigen Stammlösungen, die in kürzerer Frist 
von höchstens 3 Monaten (im Dunkeln aufbewahrt) verbraucht wurden 
und sich unverändert hielten, wie der Vergleich mit ®/,-Kaliumbichromat 
erwies; es wurden gleichfalls rein technische Vorteile beobachtet. Die 
Darstellung des Pikrates aus reinen Kreatininpräparaten ist zu empfehlen’): 
1,0 g Kreatinin in 50,0 cem Wasser mit 925 g reiner Pikrinsäure in 10,0 cem 
Alkohol bei 80 bis 90° langsam versetzt, ergibt eine reichliche, zu störende 
Krystallisation, die abgekühlt, mit Wasser und verdünntem Alkohol zer- 
rieben, abgesaugt und zweimal umkrystallisiert wird. Das Trocknen hat 
mit Vorsicht im Vakuumapparat bei etwa 50 bis 80° (1/, Stunde), bei 
100° zur Gewichtskonstanz zu geschehen +). Eine analytische Lösung 
enthält 3,0247 g in 1 1 ®/,,-Salzsäure und somit 1 mg Kreatinin in 1 ccm. 
Das Pikrat bietet gegenüber dem Zinkdoppelsalz im Gebrauch bei patho- 
logischen Blutarten technische Vorzüge, verlangt indes, was seine Her- 
stellung und Aufbewahrung angeht, gewisse Vorsicht, die besonders seit 
Folin quantitative Angaben über die Löslichkeit des Kreatinpikrates 
machte, verständlich scheinen wird. Das Kaliumdoppelsalz kommt bei 
geringer Löslichkeit seinerseits in Frage (18,55°/, Kreatinin)®). 


1) Die genauesten Erfahrungen über Farbintensität und Wirkung 
der Reagenzien liegen für Ammoniak vor und verdienen hier sinngemäße 
Beachtung. > 

2?) Trockne, am Licht aufbewahrte Pikrate werden zum Teil redu- 
ziert. Die analytische Substanz soll stets frisch dargestellt werden und 
ist in Lösung, richtig aufbewahrt, lange haltbar. 

š) Beimengung von Kreatinpikrat (s. u.). 

4) In den bestimmten Apparaten bei Wechsel des Kolbens mit der 
Badflüssigkeit, ohne Unterbrechung des Vakuums. 

5) J. L. Morris empfiehlt eine Lösung von 1 mg Kreatinin in 
10 cem. 0,5388 Kaliumdoppelsalz in 11 ?/, „Salzsäure. 


Kreatin und Kreatinin im Blute bei Gesunden und Kranken. L 39 


Am wenigsten glaubt Verf. Stammlösungen aus Kreatinin selbst 
empfehlen zu dürfen!). Die präparative Aufarbeitung auch großer Urin- 
mengen zur Isolierung von reinem Kreatinin und Kreatin ist nunmehr 
nach Folin einigermaßen günstig gestaltet. Die ursprüngliche Vorschrift 
von Folin benutzte zur Zerlegung des Pikrates Kaliumbicarbonat und 
schaltete eine adsorptive Vorklärung mit Tierkohle in alkalischer Lösung 
ein, worauf die Fällung als Zinkchloriddoppelsalz folgte). Folin und 
Blanck blieben bei der Zersetzung mit Bicarbonat, aus dem ohne Ein 
schaltung weiterer Reinigung das rohe Zinksalz gewonnen wird°®). Hier 
setzte dann eine neue Behandlung ein, indem aus Schwefelsäure von 
10°, durch Äther, Aceton oder Alkohol der „Kreatininzinkalaun“ ein 
Doppelsalz der Zusammensetzung (Zn SO, SH,O mit 1 Mol Kreatinin) 
gefällt wird. Es ist zur Weiterverarbeitung geeignet, die auf völliger 
Entfernung von Zink und Schwefelsäure durch Bariumhydroxyd beruht, 
ein Filtrat zur Kreatiningewinnung liefert, das nur noch Essigsäure ent- 
hält. Später hat Folin noch einmal die Vorschriften verändert, zur 
Zersetzung des Pikrates Carbonat empfohlen (unter Benutzung einiger 
Kunstgriffe) und aus dem so erzielten Filtrat direkt das komplexe Chlorid 
gefällt, dieses mit bestimmt hergestellten (aus Bleinitrat und Ammoniak) 
Bieihydroxyd in der Hitze zinkfrei ev. mit Schwefelwasserstoff bleifrei 
gemacht. Dieses Rohprodukt kann entweder bei 80 bis 90° in längerer 
Frist zu Kreatin umgesetzt werden, nachdem aus heißer Lösung durch 
95°/,. Alkohol (doppeltes Volum) die Hauptmenge kreatininfrei gefällt 
war. Durch Erhitzen des Rohproduktes auf 135 bis 140° läßt sich reines 
Produkt erzielen. Immerhin ist auch diese Darstellung nicht so einfach, 
wie selbst die neueren Vorschriften angeben, jedenfalls dann nicht, wenn 
es sich um die Gewinnung absolut reiner Analysenstammsubstanzen 
handelt. Später hat Benedict sich mit gleicher Materie beschäftigt 
und einige technische Details, diese aber wirksam und mit gutem Er- 
folge, verändert’). Die Zersetzung des Pikrates wird schnell und einfach 
durch Salzsäure bewirkt, die Verarbeitung erfolgt nach Neutralisieren 
mit Magnesiumoxyd durch Fällung des Zinkdoppelsalzes aus alkoho- 
lischer Lösung (für 1 1 Ausgangsharn 3 bis 4 cem 30°/,ige Lösung). Das 
so erzielte Präparat ist bereits fast rein (Rohausbeute 90 bis 95°/,). Die 
Isolierung des Kreatinins erfolgt aus ammoniakalischer Lösung, die des 
Kreatins direkt aus dem Zinkdoppelsalze durch Calciumhydrat. Sowohl 
das Rohprodukt wie die reinen Stoffe fallen bei diesem Verfahren gut aus. 

Verf. hat nun mit mehreren Mitarbeitern größere Versuchsreihen 
vergleichsweise nach allen Methoden durchgeführt, daneben neben den 
Ausbeuten auch die Sicherheit und Bequemlichkeit der technischen Hand- 


1) Natürlich kann reines Kreatinin benutzt werden, aber es muß 
geprüft, wasserfrei befunden oder gemacht werden. 
®) O. Folin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1904. 
3) O. Folin und Blanck, Journ. of Biolog. Chem. 8, 395, 1910. 
+) O. Folin, 1. e. 1914. 
5) S. R. Benedict. Journ. of Biolog. Chem. 1914. 
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abungen geprüft und ein Ziel darin gesehen, geeignete Rohstoffe zur 
expeditiven Isolierung reinen Kreatinins (analytische Substanz) zu ge- 
winnen. Mit je 50 1 Urin anteilweise durchgeführt, stellen sich prozen- 
tisch auf den Gehalt der in Arbeit genommenen Urine die Ergebnisse 
nicht unerheblich abweichend. Die größere Bequemlichkeit und Sicher- 
heit in der Zersetzung des rohen Pikrins muß dem Säureverfahren zu- 
gesprochen werden 1). Von je 3 Parallelversuchen nach Folin und 
Benedict lieferte die zweite stets müheloser, ergiebiger und reiner da 
Zinkdoppelsalz. Die Reingewinnung wirklich stichhaltiger Analysensub- 
stanzen ist trotzdem diffizil. 

Nun aber hat, wenn es sich an dieser Stelle um den Standpunkt 
der Gewinnung von Kreatinin als unmittelbarer Grundsubstanz für die 
Vergleichslösung handelt, auch die Mitberücksichtigung käuflicher Pro- 
dukte zu geschehen. In der Literatur findet sich die Angabe, daß 
Kreatinin aus heißen Lösungen wasserfrei krystallisiert (Zer P 235°), 
aus kaltgesättigten jedoch mit 2 Mol. Krystallwasser?). Beide Formen, 
Prismen, sind sich verhältnismäßig ähnlich. Es läßt sich nun zeigen, 
daß heißgesättigte Lösungen, sofort erkaltet und zentrifugiert, ein wasser- 
freies Krystallmehl liefern, daß aber bei fortgesetztem Stehen der betr. 
Bodenkörper sich allmählich umlagert, was zur Isolierung von Produkten 
führt, die Wassergehalte unter 2 Mol aufweisen und daher Mischungen 
resp. Mischgebilde sein müssen. Nach einstweiligen Versuchen stellt 
sich der Vorgang dar wie folgt. 

Bei Zeiten des Verweilens der zur Lösung verwandten Flüssigkeiten 
(1 Kreatinin + 8 Wasser) von 


1 bis 2 6 bis 8 10 bis 15 20 bis 24 30 und mehr Stunden 
betrug der Wassergehalt des abzentrifugierten Bodenkörpers 


0 4 8 18 22 0), 
und der Kreatiningehalt 
100 96 92 82 78 0 


109 

was, berechnet auf 1 Mol Wasser, ergibt, daß nach 30 Stunden das 
wasserhaltige Produkt in der Mutterlauge fast völlig gebildet ist. Es 
erleidet also nach den bisherigen Versuchen der zunächst abgeschiedene, 
wasserfreie Bodenkörper eine allmähliche Umwandlung in den wasser- 
haltigen, der schließlich allein vorhanden ist. Dieser Vorgang wird 
offenbar, von zahlreichen Faktoren beeinflußt, verschiedenartig verlaufen, 
je nach Konzentration der Versuchslösung, der Abkühlung, der Bewegung 
oder Ruhe. Er lehrt jedoch, wes hier die Hauptsache ist, daß beliebig 
hergestellte und aufbewahrte Kreatininpräparate nicht ohne weiteres 


1) Dieselben Erfahrungen scheint auch Myers gemacht zu haben, 
der die Methode von S. R. Benedict rühmend hervorhebt, desgl. Bau- 
mann. 

°) In Neubauer-Huppert I, 1910, S. 654 (Ellinger); siehe auch 
E. Woerner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 29, 4, 1890. 
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zur Analyse zu benutzen sind und ihr Wassergehalt von Zufällen aus 
der Darstellung abhängt. Die Wasserbestimmung wurde im Vakuum 
bei 60° über Phosphorpentoxyd eingeleitet, nach '/, Stunde auf 80°, 
dann auf 100° darin zur Konstanz gebracht!) Nun hat Verfasser 
21 Präparate von Kreatinin verschiedener Herkunft („Ilun“ von Bayer 
dreimal, Merck und Kahlbaum je zweimal, Schuchardt und unbekannt 
je einmal, 8 verschiedener Herstellung in Laboratorien, 4 eigener Her- 
stellung nach älteren Vorschriften) untersucht und 90°/, aller wasser- 
haltig gefunden. Praktisch wasserfrei waren nur zwei Sorten, Ilun-Bayer 
(fast) und je eins von Merck und eins von älterer Herstellung, alle 
übrigen enthielten bis zu 25°/, (einmal) und 22°), (zweimal) Wasser. 
Außerdem enthielten von den 21 untersuchten Präparaten 18 Kreatin, 
indem sie wasserfrei zur Analyse gegen Stammlösungen nach Folin, 
die ihrerseits gegen »/,-Kaliumbichromat nach Folin als Urmaß ab- 
geglichen waren, geprüft wurden. Die Beträge schwankten, auf wasser- 
freie Substanz gerechnet, zwischen fast O und 11°',, nur wenige waren 
kreatinfrei. Diese Feststellungen waren dem Verfasser nicht Selbstzweck, 
sondern sie sollen zur analytischen Kenntnis der Frage beitragen. Ar- 
beitet man streng nach Folin oder besser nach Benedict, so hat 
man die Möglichkeit, reines Kreatinin und Kreatin zu erhalten und 
keinen Fehlern unterworfen zu sein, wenn man sich doch entschließen 
sollte, Kreatinin unter den üblichen Kautelen als Urmaß zu verwenden. 
Die Trocknung des wasserhaltigen Präparates fordert Vorsicht. Übrigens 
ist Kreatinin nach Folin, wenn nicht tadellos behandelt, zunächst 
selten mehr als 95°/,. Nur bei sorgfältigster Arbeit an dem nahezu 
reinen Produkt läßt es sich auf 100°/, bringen. Immerhin ist aus allen 
Erhebungen die Tatsache abzuleiten, daß über 90°/, aller mir erreich- 
baren Präparate Kreatin und Wasser enthalten, daß der Gesamtdurch- 
schnitt nur etwa 85°/, reines Kreatinin ist und nur wenige über 90°, 
enthalten. Immerhin sind diese Fehlerquellen bei genauer Laboratoriums- 
arbeit auszuschließen; auch die übrigen können, wenn man die Methode 
beherrscht, stark eingeschränkt werden. 

Trotzdem hat man sich vorzuhalten, daß dieses anscheinend so 
schnelle und übersichtliche Verfahren, wenn nicht ganz penibel durch- 
geführt, erhebliche Anlagen zu derartigen Fehlern bietet, daß sein 
summarisches Ergebnis keine brauchbaren Zahlen sind. Wenn man sich 
vorstellt, daß die gewonnenen Befunde Produkte einer summarischen 
Reduktion sind, so werden weitere Studien besonders in pathologischen 
Verhältnissen notwendig sein. Nimmt man andererseits wenigstens die 
Werte der Norm als unbedingt oder nahezu stichhaltig an, so muß man 
doch zugeben, daß viele der übrigen einer Gegenprüfung bedürfen. Diese 
Voraussicht und die Tatsache, daß der Einfluß gewisser physiologischer 
wie pathologischer Stoffe als Interferenten der Reduktionsquote feststeht, 
legt daher die Aufgabe nahe, da die bekannten und gewerteten eigent- 


1) Die geschlossene "Apparatur wird hinsichtlich des Siedekolbens 
mit der Flüssigkeit vertauscht. 
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lich methodischen Fehlerquellen unverhältnismäßig störend wirken können, 
auf andere Voraussetzungen ein Kontrollverfahren zu gründen. Ob Ab- 
artungen des Stammverfahrens (g. o.) sich grundsätzlich besser stellen, 
bleibt abzuwarten. Z.B. haben auch Myers und Lough Modifikationen 
der Methode beschrieben, die eine teilweise Hämolysierung vorausgehen 
lassen!). Dieselben Autoren berücksichtigen die Möglichkeit einer Steige- 
rung der klinischen Anwendung unter Reduktion der nötigen Blutmenge 
und durch Anwendung des Colorimeters von Autenrieth-Koenigs- 
berger°’). Verf. kann sich gleichfalls nicht entschließen, das farb- 
entwickelnde Maß — Kreatinin — zugunsten eines starren Urmaßes 
aufzugeben, da einstweilen bei den fließenden Grenzen nur exakte, keine 
schematisierten Werte ermittelt werden dürften. Sollten sich indes wirklich 
definitiv begründete Anhaltspunkte für differentialdiagnostische oder 
prognostische Grenzwerte finden lassen — was bisher nur zum Teil aus- 
sichtsreich scheint —, so würde ein starres Maß vielleicht Bedeutung 
bei der unmittelbaren klinischen Anwendbarkeit der Reaktion unter 
günstigeren Vorbedingungen erlangen. Verf. hat bisher mit Pikramin- 
säure in gesättigter Pikrinsäure leidliche Ergebnisse erzielt?). 

Im vorstehenden wurden einige der bereits näher studierten Voraus- 
setzungen des Verfahrens beschrieben und aus Beobachtungen abgeleitete 
Vorschläge zur Verbesserung bzw. Modifikation gemacht. Ein weiterer 
wichtiger Punkt wurde von Folin selbst berührt und auseinandergesetzt, 
nämlich die Technik der Gerinnungshemmung durch genau abzumessen- 
des Kaliumoxalat in wäßriger Lösung. Folin bewertet den Einfluß 
durch Massenwirkung in Freiheit gesetzter Oxalsäure als Interferenten 
für die Farbstoffbildung, dessen Wirkung unter Umständen durch Titration 
mit Alkali aufzuheben sich lohne. Folin bleibt nach seinen Erfahrungen 
bei der Ansicht, daß Kaliumoxalat das geeignetste Präparat gegenüber 
dem betr. Na-Salze und anderen sonst gebräuchlichen sei. Verf. hat 
alle übrigen durchprobiert und zieht Natriumfluorid in festem Zustande 
vor. Die Angabe von Folin über den Einfluß der freigemachten Oxal- 
säure läßt sich erhärten, indem für 1 mg Kreatinin der Fehler durch 
10 Tropfen 20°/,iges Kaliumoxalat an sich fast 8°/, erreichen kann, wie 
mehrere Versuchsreihen zeigten. 


Faßt man nun die Schlüsse aus allen erörterten Gesichts- 
punkten zusammen, so ist erkennbar, daß das Verfahren, so 
prompt und einfach es zu sein scheint, doch nur bei ganz 
genauem Arbeiten die ihm zugesprochenen Leistungen auf- 


1) Eine solche ist von E. Steinitz bei der Enteiweißung von Blut 
für die colorimetrische Harnsäurebestimmung empfohlen worden, wo sie 
sich bewährt. (Zeitschr. f. physiol. Chem. 92, 1914.) 

2) Hellige, Freiburg i. B. 

3) Zuerst für das Verfahren zur Bestimmung des Blutzuckers durch 
Reduktion der Pikrinsäure (Benedict-Lewis) in der modifizierten Form 
von Myers und Bailey vorgeschlagen. 


Kreatin und Kreatinin im Blute bei Gesunden und Kranken. L 43 


bringen kann. Die Angaben des Autors selbst können nicht 
wörtlich genug genommen werden, sondern es empfiehlt sich, 
in vielen Punkten über die geforderte Präzision hinauszugehen!). 
Dann aber ist die Ergiebigkeit der Methode, besonders in 
großen Reihen, eine sehr gute, was noch durch die wenig 
begrenzte Haltbarkeit des einmal gewonnenen Kreatinin- 
Kreatinextraktes erhöht wird. Vorsicht erfordert vor allem 
der Übergang zu neuen Reagenzien und Stammlösungen wegen 
der Fortführung strenger Vergleichbarkeit der Werte. Ver- 
gleichsweise sicherer sind im. ganzen die Kreatininwerte, da 
das nicht unerhebliche Erhitzen sekundäre Einflüsse zur Folge 
hat (Morris); doch wird der Fehler durch die absolut 5 bis 
10 mal höheren Kreatinwerte gemildert. 


Ergebnisse eigener Untersuchungsreihen. 


Bisher wurde zunächst die Aufgabe verfolgt, auf der Basis 
des vorstehend beschriebenen Verfahrens erst einmal (in ge- 
gebener bzw. präzisierter Gestalt) zur Kasuistik des Vorkommens 
von Kreatinin und Kreatin im Blute und zur Entscheidung 
schwebender Fragen beizutragen. Einmal fehlt es an breiteren 
Kenntnissen, ferner auch an kritischer Stellungnahme zu den 
bisher veröffentlichten Ergebnissen, in die sich erhebliche Un- 
stimmigkeiten eingeschlichen haben. 


Ohne einschränkende Kritik (aus Erwägungen über den 
Umfang der Reaktion) wurden zunächst die Werte der Norm 
und solche bei leichten Erkrankungen als stichhaltig angesehen. 
Die Berechtigung hierzu wurde hergeleitet aus den Befunden 
paralleler Harn- und Blutuntersuchungen. Im Urin wurde als 
unmittelbar wichtig auf Aceton und Acetessigsäure — als Ge- 
samtaceton — geprüft, indem bei durchaus negativem Ausfall 
der klinischen Probe von Legal für sich wie im Destillat oder 
Extrakt die Colorimetrie im Sinne der Reaktion von Fabinyi- 


1) M. Rosenberg spricht in seiner späteren Arbeit von der rela- 
tiven Genauigkeit und klinischen Präzision. Im Gebiet des Blutkreatinins 
ist diese Anschauung, wie der Stand der Frage lehrt, ein Unding. Der- 
artige Auffassungen sind überhaupt und in ihrem Weiterwirken (Diagnose) 
bedenklich. Siehe auch v. Fürth, 1913, 1. c. 290 (Cammidgereaktion). 
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Frommer!) oder die Nephelorimetrie nach Scott-Wilson- 
Marriott-Folin2) ausgeführt wurde. Ferner wurde auf physio- 
logischen Harnzucker nach Pikratbehandlung mit komplexen 
Kupferreagenzien nach O. Folin”) durch Zentrifugierung, auf 
Eiweiß nach Spiegler-Pollacci, auf die Chromogene und 
Farbstoffe mit den derzeitigen besten Methoden, auf die Be- 
schaffenheit der Sedimente wie üblich untersucht. Hinzu kam 
zumeist eine Kontrolle der Reaktion bzw. Ermittelung der 
Acidität des Harns, gelegentlich eine Untersuchung des Blut- 
zuckers nach mikrochemischen Methoden von Bang, des Rest- 
stickstoffs nach Folin oder Greenwald, der Blutharnsäure 


1) R. Fabinyi, Chem. Centralbl. 11, 302, 1900. — V. Frommer, 
Berl. klin. Wochenschr. 13, 1008, 1905. — Mit dem analytischen Prinzip 
dieser Methode haben Verf. und Querner bereits 1914 eingehende 
(koloriskopisch orientierte) Massenuntersuchungen an Teilnehmern eines 
Gepäckmarsches angestellt (Zeitschr. f. klin. Med. 83, 3/4, 1, 1916). Seit- 
her ist die Reaktion von V. Engfeldt (Berl. klin. Wochenschr. 1915, 
Nr. 52) und F. A. Czonka (Journ. of Biolog. Chem. 27, 209, 1916) ana- 
lytisch durchgearbeitet worden, so daß sie ein promptes und brauch- 
bares colorimetrisches Verfahren zur Bestimmung des Acetons im Harn 
darstellt. In Anlehnung an die von Czonka gegebene technische Durch- 
führung, der der Vorzug gebühren dürfte, wie eigene Nachprüfungen 
erweisen, hat Verf. die Methode auf Blutdestillate angewandt, worüber 
demnächst zu berichten ist. 

2) O. Folin und W. Denis, Journ. of Biolog. Chem. 18, 262, 1914. 

3) O. Folin, Journ. of Biolog. Chem. 22, 327, 1915. Dies Verfahren 
verlangt Sorgfalt bei Auswahl der Pikrinsäure, von der geringwertige 
Präparate den Erfolg der feinen Probe ausschließen. Folin schlägt 
eine modifizierte Lösung nach Haines in zwei Anteilen vor. Übrigens 
läßt sich das Prinzip der Probe auch mit anderen Reagenzien, z. B. dem 
bekannten Citratgemisch von Benedict, dem Salieylsäurereagens nach 
Hausmann kombinieren. Gegen die Anwendung des Glycerinreagens 
sind wegen der Selbstreduktion desselben auch trotz des Kunstgriffes, 
den Folin empfiehlt, Bedenken am Platze. Die gleichen Vorzüge, ins- 
besondere des Farbentones, hat bei Ausschluß von Selbstreduktion ein 
Lactatreagens, das Verf. nicht nur bei den jetzigen Verhältnissen des 
Mangels an (besonders guten) Glycerinpräparaten und der Einführung 
der Alkalilactate (Neuberg), sondern überhaupt empfehlen möchte. Es 
eignet sich besonders für die Frage des physiologischen Harnzuckers 
bei Massenuntersuchungen und kann in folgender Form gefertigt werden: 
I. 100,0 g Natriumcarbonat wasserfrei, 450,0 g (30°/, Lactat) in 800 ccm 
Wasser und II. 17,3g Kupfersulfat in 200 ccm Wasser. 2 cem Lösung I 
und lccem Lösung II. 
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nach Folin-Steinitz-Benedict, sowie sonst im speziellen 
Falle weiterhin angezeigte Fragestellungen in Beziehung zum 
klinischen Bilde. 


Tabellen und Befunde. 


In den Tabellen III, IV, V sind die Ergebnisse der Unter- 
suchungen summarisch zusammengestellt, indem die Befunde 
nach Kreatininwerten stufenweise angeordnet sind. Die Zahlen 
für das bestimmte Gesamtkreatinin wie die des rechnerisch 
ermittelten Kreatins sind als Durchschnitte, ferner als Maximum 
und Minimum für die betr. Gruppe aufgeführt. 


Tabelle III. 


Kreatinin und Kreatin im Blute Gesunder I. 
mg in 100 ccm Blut, nüchtern. 





Anzahl der untersuchten 











Fälle (von 50) Jerestinin ee 
absolut prozentisch frei Gesamt 

5 10 unter 1,0 6,0 6,2 
(5,3—7,8) (5,2—8,1) 

12 24 1,0—1,2 6,4 6,1 
(5,2—8,8) (4,9—8,8) 

20 40 1,2—1,5 7,6 7,3 
(6,5—8,8) (5,8—8,8) 

9 18 1,5—2,0 7,4 6,6 
| (6,0—8,9) (4,6—8,6) 

4 8 | 2,0 und dar- 8,6 7,5 
über (7,0—10,9) | (5,8—10,0) 





Tabelle III umfaßt nur Gesunde, darunter Soldaten (des 
aktiven. Friedensdienststandes), Turner, Sportler usw. Die 
zum ansehnlichen Teile gründlich, sonst ausreichend klinisch 
untersuchten Leute sind aus den Lebensjahren 22 bis 42. 
Ernährungszustand (Friedensverhältnisse, qualitativ und quanti- 
tativ übliche Kostmaße des Nordwestdeutschen) und Körper- 
beschaffenheit (Muskulatur) gut bis vorzüglich. Anamnesen 
günstig. Harn- und Blutuntersuchung lieferten keine auffälligen 
Befunde. Aceton im Harn (Gesamt-Aceton unter 12,0 mg pro 
Tag); Eiweiß kaum, in Spuren (nach Spiegler-Pollacci), 
Chromogene, Farbstoffe, Sedimente, physiologischer „Harn- 
zucker“ normal. Nüchtern; gut ausgeruht; keine Erregung; 
keine feststellbaren Anhaltspunkte für Neuropathien. 
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Befunde: 

10°/, der Untersuchten bleiben hinsichtlich des Kreatinin- 
gehaltes von 100 cem Vollblut unter 1,0 mg, 74°/, unter 
1,5 mg, 92°/, unter 2,0 mg; 8°/, der Leute zeigen 2,0 mg und 
mehr. Die betr. Einzelbefunde siehe in Tabelle VI mit 2,0, 
2,0, 2,2, 2,4mg. Die Untersuchten bieten nach keinem der 
gewählten bzw. zulässigen Gesichtspunkte Anlaß zu Einwen- 
dungen gegen die gefundenen Werte. Ein Teil, darunter der 
Träger des höchsten Befundes, 2,4 mg in 100 ccm Blut, ist 
funktionell untersucht worden. Besondere Kennzeichen liegen 
gerade bei diesem nicht vor — großer, muskulöser Mann. 


Tabelle IV. 
Kreatinin und Kreatin im Blute Gesunder II. 
mg in 100 cem Blut, nüchtern. 





Anzahl der untersuchten 
















2 Kreatinin 
Fälle (von 50) Kreatin 
absolut | prozentisch frei | Gesamt 

unter 1,0 6,4 B 
(5,2—8,8) (5,1—9,2) 

8 1,0—1,2 6,6 6,6 
(5,7—8,8) (5,2—9,8) 

16 32 1,2—1,5 7,6 7,6 
(6,0—8,9) (5,5—8,7) 

14 28 1,5—2,0 7,8 7,1 
| (6,0—9,2) (5,5—8,5) 

6 12 2,0 und dar- 8,4 7,8 
über (7,2—10,3) (5,9—9,4) 











In Tabelle IV sind zusammengefaßt endgültig geheilte 
Rekonvaleszenten von leichten bis leichteren inneren Krank- 
heiten, sowie Verletzte. Strenger Ausschluß von Nephritikern, 
Neuropathen usw. Männer von 20 bis 42 Jahren, ziemlich 
viele Soldaten des Kriegsmannschaftsstandes. Fast ausnahmslos 
von gutem Körper- und Ernährungszustande (Frieden, erstes 
und zweites Kriegsjahr); nüchtern, ausgeruht. Urin- und Blut- 
befunde klinisch ohne Interesse. 2 Personen des Bereiches 
von 1,2 bis 1,5 mg Kreatinin in 100 cem Blut und 3 des 
nächsthöheren mit Acetongehalt im Harn — noch unterhalb 
klinischer Proben! — von 39, 45, 52 mg pro Tag, 1 (1,2 mg 
Kreatin) zeigt Blutzucker (Bang, Abgekürztes Mikroverfahren, 
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1916) 0,15°/,; 2 bzw. 3 bzw. 3 Leute der Mittelgruppen zeigen 
geringe Abweichungen in den Befunden über Chromogene des 


Harnes, 
Befunde: 


12°/, der Untersuchten geben Zahlen unter 1,0 mg Kreatinin 
in 100 com Blut, 60°/, unter 1,5 mg, 88°/, unter 2,0 mg. 
12°/, der Leute zeigen Zahlen von 2,0 mg und mehr (Maxi- 
mum 2,3 mg). Einwände konnten nicht erhoben werden. 


Tabelle V. 


Kreatinin und Kreatin im Blute von Patienten. 
Nierengesunde; leichte Fälle. 
mg in 100 ccm Blut, nüchtern. 


Anzahl der untersuchten 











S Kreatinin 
Fälle (van 400) | Kuss 
absolut | prozentisch frei Gesamt 
l ens k = am = — sss 
32 8 unter 1,0 | 9,4 8,8 
| | 6,7—11,9) (8,8—12,8) 
42 | 10,5 1,0—1,2 | 8,8 7,8 
| 64-117) | 6,2-12,2) 
120 30 12—15 | 8,0 8,2 
| (6,0—10,5) (5,5—10,4) 
142 35,5 1,5—2,0 8,9 8,9 
| (7,2—9,9) (6,6—9,3) 
60 15 2,0—2,5 | 
| 8,8 9,2 
& j zi 2,5 und dar- Í (7,0—12,8) | (5,8—11,6) 
über 





Tabelle V umfaßt männliche Patienten von 24 bis 52 Jahren 
aus vielen Gruppen von Erkrankungen. Es handelt sich nur 
um Leichtkranke, darunter Rekonvaleszenten, Verletzte. Strenger 
Ausschluß aller der Hyperkreatininämie verdächtigen Zustände 
— Nephritiden, Neuropathen, Symp. Toniker, Diabetes, Gicht 
usw. —. Guter bis mäßiger Körperzustand, keine wichtigen 
Diätbeschränkungen. Kost der ersten und mittleren Kriegszeit. 
Nüchtern, ausgeruht. Leichte Harnbefunde, besonders an 
Chromogenen, sehr wenig an Sedimenten, klinisch keine Aceton- 
körper, keine Glucosurie, Hyperglykämie, Uricämie (gelegentlich 
untersucht). 
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Befunde: 


8°/, der Untersuchten geben Werte unter 1,0 mg Kreatinin 
in 100 cem Blut, rund 50°/, unter 1,5 mg, 84°/, unter 2,0 mg. 
16°/, der Leute zeigen Zahlen von 2,0 mg und mehr (bis zu 
2,5 mg). 

In der nun folgenden Tabelle VI sind Personen (die Ge- 
sunden aus Tabelle III) eingehender hinsichtlich der Ergebnisse 
von Untersuchungen über den Nichtproteinstickstoff im Blute 
aufgeführt. Vollständig bzw. fast ausnahmslos aufgeführt sind 
die Gruppen mit den Befunden der Grenzbereiche unter 1,0 mg 
und über 2,0 mg in 100ccm Blut. Der Gesamtreststickstoff 
wurde nach Folin und Denis mit Alkohol und Zusatz von 


Tabelle VI. 


Kreatinin und Kreatin des Blutes Gesunder in Beziehung zum Gesamt- 
reststickstoff und seinen Komponenten. 


Auswahl aus Tabelle I — Nüchternwerte. 


mg in 100 ccm Blut. 





I 
| 
| 






























= Amino-N IKreatinin a š À ë K 
g = +2 + 3a g z ` 
: IFAR H E 
i m ® 
z E s| 18 l sls 
1 |32|140| Soldat 13 10,5[ 0,6 | 5,3] 5,5] 3,0 [0,05 
2 126 | 128 Soldat 12 | 9,01 0,7 62] 6,4] 2,4 10,16 
3 j40/138 Turner 8 50108 5,8] 58] 2,8 [0,12 
4 |28 | 135 n 12 | 8,5[0,8| 78] 81| 2,1 |0,13 
5 137 | 167 | Handwerker 13 110,01 0,9 | 5,4| 521] 2,8 ]0,10 
6 |23 | 155 Soldat 12 | 9,011,0|60| 58] 26 | — 
7 126 |142 | Soldat 14 111,01 1,0 | 66] 65124 | — 
8 |29 127 Soldat 12 | 9011411621 591301 — 
9142 150, -Bauer 18 14.0] 1,1 | 88] 891341] — 
10 |39 118 Soldat 14 1105| 1,2 68] 65] 2,8 | — 
11 |29 | 127 | Handwerker 12 | 80] 1,2 79] 78] 40 | — 
12 |28| 125 Arbeiter 18 150113 65] 60122] — 
13 |37 147 Fischer 14 105|14 | 8,4| 81] 24 | — 
14 |38 | 166 Soldat 13/95] 14| 88] 74] 20 | — 
15 |24 | 145 Soldat 13 | 95] 1,5 | 78] 73] 32 | — 
16 ]20 | 160 Soldat 10 | 7,01 1,71 6,0] 5,0] 3,0 | — 
17 129 | 122| Schreiber 17 113,5[ 1,8 86] 79] 26 | — 
18 |26|148| Schreiber 20 116,5] 1,9 | 89| 8,1] 2,0 | — 
19 125 | 140 | Handwerker 20 16,0] 1,9 | 92] 84] 211 — 
20 |40 | 135 | Handwerker 16 112,5] 2,0 | 7,0] 5,8] 2,8 | 0,08 
21 |38 | 160 Soldat 12 | 8,5 į 2,0 | 84| 74] 2,6 [0,12 
22 |27 | 127 Arbeiter 15 10,5 | 2,2 1091101] 2,8 |0,10 
23 ]33|158| Arbeiter 12 | 85]24| 80] 6,5] 2,4 [0,14 
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Zinkchlorid, der Harnstofistickstoff nach denselben Autoren, die 
Harnsäure nach Folin-Mc Callum-Steinitz bestimmt und 
die Fraktion der Aminosäuren einmal summarisch im Sinne 
von I. Bang, ferner differential unter Absatz der Purin-, 
Kreatinin- und Kreatinwerte nach deren Stickstoffgehalt als 
„reine Aminosäuren“ angegeben. Durchsichtige Beziehungen 
lassen sich nicht ableiten. Auch der Höchstwert von 2,4 mg 
Kreatinin in 100 cem Blut macht in der Höhe des Reststick- 
stoffs keine Ausnahme. 


Tabelle VII. 
Kreatinin und Kreatin des Blutes Gesunder in Beziehung zum Gesamt- 
stickstoff und dessen Komponenten bei verschiedener Ernährungsform. 
mg in 100 cem Blut, nüchtern. 






































Ë Gemischte Kost Purin-, kreatin- und kreatininfrei 
4 d kreatininfr 
g x i 8 S b x” 8 g 

laleli ilzlzlalils 

2.3 | S | ° 2 ë S 1 | e 

x |g m“ Ç | 15 | D m' š i: 

1 |30 |16 | 28 | 10 |100 | 28 | 18 | 18 | o9 | 9,0 
ej 27 |17| 26) 10| 72|2|17] 20 | 08| 92 
3 | 2 | 14 | 18 | 12 | 65 | 2 |12 | 10] 12| 85 
4' 28 |16 | 17 | 15 | 8&5 |32 |18| 15| 15] 75 
5 |35 |18 | 22| 15 | 6o |30| 16| 171 13] 55 
9 | 30 |12 34 11| 88 |32 20 | 10 | i| 80 
16 | 20 | 10 | 30 | 15 | 78 |24 |14| r4 | 131 65 
18 | 32 | 12 | 20 | 19 | 89 | 30 | 16 | 09 | 14 | 85 
20 | 28 | 12 28 | zo | 7o | 24 | 10 | 15 | 18 | 80 
22 | 30 | 15 | 28 | 22 |105 | 26 | 12 | 12 | r8 | 90 








In der Tabelle VII sind Versuchsreihen an gesunden Per- 
sonen dargestellt, die zum Teil mit ihren Werten in Tabelle III 
und Tabelle VI (dortige lfd. Nr. 9, 16, 18, 20, 22) aufgeführt 
sind und zum Teil anderen späteren Untersuchungen angehören 
(Nr. 1, 2, 3, 4, 5 der Tabelle). 

Die Untersuchungsergebnisse bei gemischter Kost ent- 
sprechen den Verhältnissen der Friedenszeit (erstes Kriegsjahr), 
die Kostordnung bei möglichstem Ausschlusse von Purin, 
Kreatin und Kreatinin wurde über längere Fristen ausgedehnt. 
Nr. 1 bis 5 wurden 4 bis 6 Wochen, die späteren 5 bis 8 Wochen 
entsprechend ernährt, dann untersucht. Der Gehalt an Krea- 
tinin zeigt nur geringe Abweichungen, zum größten Teile un- 
bedeutende Herabsetzung, die selten als solche diskutiert wer- 


den kann; gleiches trifft für Kreatin zu. 
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Die Zusammenfassung der Resultate aus den Unter- 
suchungen wird in bezug auf den Kreatiningehalt in Stufen 
angegeben. Zum Vergleich mit den Ergebnissen anderer Au- 
toren werden die Zahlen aus den Tabellen III, IV, V in Ta- 
belle VIII aufgeführt. 


Tabelle VIII. 
Zusammenfassung der Ergebnisse aus Tabelle III und Tabelle IV, 
stufenweise Verteilung absolut und prozentisch. 
mg Kreatinin in 100 cem Blut, nüchtern. 


— C eaat anter 1,0] 1,0—1,2 | 1,2-1,5 | 1,,—3,0 | 2,0—2,5 |2,5 u. darüber Baal 1,5—2,0 | 2,0—2,5 |2,5 u. dartas 
Untersucher Anzahl 
nza, abs.| bal abs. o | abs.| °%/, G = % BR 




















Tabelle III Gesunde] 50 | 5 = 10 8| o 0 
Tabelle IV Geheilte 50 6 | 12 12 0 0 
Folin Gesunde 4 0,0 010 | 0 
Myers n 7 2 |29 | 0 Ir yag 
Neubauer n weniger als 1,0 mg 

Rosenberg » unter 1,5 bzw. 1,6 mg 


Die Haupttatsache der Ergebnisse ist darin zu sehen, daß 
für gesunde Männer von 20 bis 45 Jahren bei gutem Ernäh- 
rungszustande, nüchtern und ausgeruht, unter 109/, der Unter- 
suchten (8°/, der Gesunden, Tabelle III, 12°/, der völlig ge- 
heilten Rekonvaleszenten, Tabelle IV) einen Kreatininspiegel 
im Blute aufwiesen, der 2,0 mg in 100 ccm erreichte oder über- 
schritt. Der Höchstwert für Tabelle III betrug 2,4 mg, der 
in Tabelle IV 2,3 mg in 100 cem Blut. Bedenken gegen an- 
derweitige Ursachen dieser Zahlen konnten aus den Ergebnissen 
der Anamnese, der klinischen bzw. funktionellen Untersuchung 
sowie der Befunde von Harn und Blut, besonders hinsichtlich 
der Acetonkörper, nicht erhoben werden. Die 7 Gesunden von 
Myers und Lough überschreiten die Grenze von 2,0 mg 
nicht, die 4 Gesunden von Folin und Denis gleichfalls nicht. 
Doch finden sich in einer neuen Arbeit zur Frage des Stick- 
stoffbetrags unter dem Eindrucke der Mitbeteiligung von Vita- 
minen von Funk, Lyle und Mac Caskey mehrfach Werte, 
die 2,0 mg und selbst mehr betragen!) Bei den übrigen 
Untersuchern, Neubauer, Rosenberg und in der neuesten 


1) C. Funk, W. G. Lyle und D. Mac Caskey, Journ. of Biolog. 
Chem. 27, 1, 173, 1916. — Kaum alles Nüchternwerte. 
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Arbeit von Gettler und Baker finden sich diese Werte über- 
haupt nicht. 

Den Bereich von Befunden zwischen 1.5 mg Kreatinin 
einschließlich und 2,0 mg ausschließlich umfassen in Tabelle III 
(Gesunde) 18°/,, in Tabelle IV (Geheilte) 28°/,, also mit etwa 
23°/, im Durchschnitt rd. ein Viertel. Myers und Lough 
berichten über 2 Gesunde von 7 Fällen, also ca. 30°/,, die in 
diesen Bereich gehören. Folin und Denis’ Fälle fehlen hier. 
Den nächstniederen Bereich von 1,2 bis 1,5 mg Kreatinin in 
100 cem Blut erfüllen aus Tabelle III 40°/,, aus Tabelle IV 
32°/,, von den Leuten Folins 50°/,, von denen Myers’ 43°|,. 
Weiter zusammengefaßt bedeuten die Ergebnisse in der Frage 
der Grenzzahlen, daß 26°/, der Tabelle III, 40°/, der Tabelle 
IV, 30°/, der Untersuchungen an 7 Gesunden von Myers 
und Lough d. i. rd. 32°/, über 1,5 mg Kreatinin liegen, mithin 
rd. ein Drittel gesunder Männer bei gutem Ernährungszustande 
guter Körperbeschaffenheit, ausgeruht und nüchtern, diese 
Grenze überschreitet. 

Wenn auch die absoluten Zahlen der Untersuchten von 
Folin und Myers zu gering sind, um im gleichen Maßstabe 
mit den obigen bewertet zu werden, so zeigen doch bereits 
die letzteren ein prozentisches Ergebnis, das nicht gleichgültig 
ist. Es ist also als Gesamtdurchschnitt der oberen Grenzwerte 
mit einiger Berechtigung 2,0 mg anzunehmen. Bei darüber 
liegenden Werten, die sonach unter 10°/, vorauszusetzen wären, 
müßte mit näherer funktioneller bzw. blutchemischer Unter- 
suchung deren Berechtigung geprüft und nachgewiesen werden, 
wie es hier bei den fraglichen Fällen angestrebt wurde. Wie 
gesagt, sind die bisherigen Ergebnisse der Ausdruck einer be- 
stimmt gearteten, definierten und: näher präzisierbaren Methode 
und also der Gegenprüfung zu unterwerfen. Einer derartigen 
bedürfen die Ergebnisse von Gettler und Baker, deren Zahlen 
gänzlich abweichen, die in den vorliegenden Rahmen nicht 
hineinpassen und die als solche nachuntersucht werden müßten. 

Die weitere wichtige Frage der Feststellungen über den 
Kreatininspiegel des Blutes betrifft den durch die unteren Grenz- 
werte mit bezeichneten Umfang, in dem sie variieren können. 

Aus unseren Untersuchungen gingen für Gesunde der 


Tabelle III Werte von 0,6 mg, der Tabelle IV solche von 
4* 
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0,5 mg Kreatinin in 100 cem Blut vereinzelt hervor. Bei 
Myers und Lough findet sich 0,8 mg, bei Folin und Denis 
1,1 mg, bei Rosenberg zu dieser Frage nichts, bei Neubauer 
qualitative, nicht belegte Angaben, bei Gettler und Baker 
Reihen, die 0,1 mg enthalten, und bei Funk, Lyle und Mac 
Caskey mehrfach solche unter 0,3 mg in 100 cem Blut. 

Wir müssen die untere Grenze für gesunde nüchterne 
Männer bei den gegebenen physiologischen und methodischen 
Voraussetzungen im allgemeinen zu 0,5 mg einsetzen. Daraus 
ergibt sich ein Bereich für die normalen Kreatininwerte unserer 
Leute, der sich von 0,5 mg bis 2,0 mg im allgemeinen erstreckt und 
der auch gelegentlich nach oben überschritten werden kann. 
Von diesem Bereiche bzw. der später näher zu untersuchenden 
unteren Grenze, die durch die gänzlich abartenden Befunde 
von Gettler und Baker in neuer Beleuchtung erscheinen 
würde, hängen Befunde und Konsequenzen über den Begriff 
der Hypokreatininämie ab, an die vielleicht dort anzuknüpfen 
wäre, wo eine absolute und relative Zurückdrängung des Krea- 
tinins gegen das Kreatin im Harn gefunden wird. Endlich 
muß man aus methodologischen Überlegungen doch wohl sehr 
der Möglichkeit Raum geben, daß Faktoren auftreten können, 
die bei den gegebenen Vorschriften behindernd auf Entwicklung 
und Intensität der Farbmengen wirken. (Morris.) 

Der Kreatinspiegel obiger Untersuchungsreihen beziffert 
sich für Tabelle III mit einem Minimum von 4,9 mg und einem 
Maximum von 10,1 mg, für Tabelle IV mit einem Minimum 
von 5,1 mg und einem Maximum von 9,4 mg in 100 ccm Blut. 
Die Durchschnittswerte der abgestuften Gruppen lauten für 
Tabelle III 6,2; 6,1; 7,3; 6,6 und 7,5, für Tabelle IV 6,3; 6,6; 
7,6; 7,1; 7,8 mg in 100 ccm Blut, und somit ergeben sie als 
Gesamtdurchschnitt für Tabelle III 6,7 mg, für Tabelle IV 
7,1 mg, somit aus beiden 6,9 mg mit einer Variationsbreite von 
4,9 mg bis 10,1 mg. Naturgemäß schließt die tabellarische 
Aufführung der Grenzen und Durchschnitte für die einzelnen 
Staffeln gewisse Fehler in sich. Es läßt sich nicht behaupten, 
daß hohe oder niedere Werte von Kreatinin gerade solchen 
von Kreatin entsprechen müßten. So finden sich für 2,0 mg 
des ersteren 5,8 mg des letzteren und für 2,2 mg 5,9 mg in 
Tabelle IV. Andererseits stehen dort Zahlen von 1,0 mg für 
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Kreatinin solchen von 8,1 mg für Kreatin in Tabelle III und 
bezüglich 1,0 mg und 9,2 mg in Tabelle IV einander gegenüber. 
Etwas anders stellt sich die Betrachtung der Werte für Ge- 
samtkreatinin, wie sich aus der molekularen Gewichtsdifferenz 
der beiden Basen ergibt. Man findet in den Gruppen der 
Kreatininstufen in Tabelle III und Tabelle IV ein ziemlich 
ununterbrochenes Ansteigen. 

In enger Fühlung zu den Ergebnissen an Gesunden, wie 
sie in den Tabellen III und IV zusammengefaßt sind, stehen 
die Befunde an Leichtkranken, die in Tabelle V summarisch 
dargestellt sind. Sie bilden gleichsam den Übergang zu den 
weiteren Abschnitten, die dem Studium vorwiegend pathologi- 
scher Zustände gewidmet sind. 

Die Verteilung der Befunde auf die einzelnen Stufen des 
Kreatiningehalts ist immerhin gegen die vorigen etwas ver- 
schoben. 15°/, der Untersuchten ergeben ‘Zahlen, die 2,0 mg 
und mehr bis ausschließlich 2,5 mg in 100 cem Blut zeigen. 
1°/, erhebt sich noch darüber hinaus (Zufallstreffer?). 35,5°/, 
erfüllen den Bereich des Kreatiningehaltes von 1,5 mg bis 
2,0 mg, weitere 30°/, den nächsttieferen, 8°/, bleiben unter 
1,0 mg für 100 ccm Blut. 51,5°/,, d.i. die Hälfte, zeigen für 
diese Gruppe von Leichtkranken Werte, die über 1,5 mg in 
100 cem Blut liegen. In diese Gruppe wurden nicht mit auf- 
genommen sämtliche schwereren Zustände sowie alle diejenigen, 
die nach bisherigen Ergebnissen und Vorstellungen des Ver- 
fassers verdächtig auf essentielle oder methodische Hyperkrea- 
tininämie sein könnten, d. h. Neuropathen mit muskulären Er- 
schütterungserscheinungen, Acidosen aller Art, erheblichere 
Fieberzustände, Gicht, Erkrankte des Blutdrüsensystems, In- 
fektionen schwererer Art, Neubildungen, schwerere Stoffwechsel- 
störungen. Trotzdem, wie gesagt, die Differenzen in der pro- 
zentischen Verteilung der Kreatininwerte nur mäßige sind, 
treten sie dennoch in die Erscheinung und bedürfen der Rück- 
sicht, besonders wegen der Anzahl, die die Staffel 1,5 mg über- 
schreitet. Eine Überschau der Befunde für Kreatin, die hier 
naturgemäß durch die größere Summe stichhaltigere Durch- 
schnitte zeigen, ergibt, daß im allgemeinen eine leichte Er- 
höhung zu verzeichnen ist. Die Gruppen werden vertreten mit 
Einzeldurchschnitten von 8,8, 7,8, 8,2, 8,2, 9,2 mg in 100 ccm 
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Blut und dem Gesamtdurchschnitt von 8,5 mg. Die Extreme 
sind hier 5,2 mg und 12,8 mg, offensichtlich ist die obere 
Grenze hinaufgerückt. Auch hier kommen gekreuzte Werte 
für beide Stoffe vor, indem Werte unter 1,0 mg Kreatinin 
solchen mit 12,8 mg Kreatin und bezüglich über 2,0 mg solchen 
von 5,8 mg gegenüberstehen. Die Variationsbreite ist auch für 
Gesamtkreatinin vergrößert und hinaufgerückt, gleichzeitig 
höhere Durchschnitte. Die Zahlen dieser Gruppe können aus 
Befunden der Harn- und Blutanalyse als Ausdruck der Me- 
thode allgemein nicht angefochten werden, indem nur sehr 
selten Acetonwerte von 30 bis 50 mg in der Tagesmenge, 
kaum je Acidosen und erhöhte Zuckerspiegel, nur häufiger 
leichte Abweichungen der Chromogene vorkamen, Umstimmungen 
im Reststickstoff des Blutes grundsätzlich nicht auftraten. 

Es folgen nunmehr die Ergebnisse von Untersuchungen 
an Krankheitsfällen mit Ausschluß klinisch, funktionell oder 
anatomisch erweislicher Nierenstörungen. Diese Gruppe patho- 
chemischer Befunde ist ausgedehnt auf einen großen Kreis 
von schwereren Zuständen. Letale bzw. terminale Perioden 
sind in den aufgeführten Werten nicht mit repräsentiert, indem 
ganz allgemein etwa die Untersuchungen während der letzten 
Lebenswochen bei Aufstellung der Ergebnisse ausgeschlossen 
wurden. In Tabelle IX sind die Krankheiten gruppenweise in 
abgestuften Befunden des Kreatiningehaltes von 100 cem Blut 
aufgeführt. Unter Zugrundelegung der einzelnen Fälle bzw. 
der an ihnen betätigten Untersuchungen ist die Zugehörigkeit 
der einzelnen Zahlen zu den Stufen absolut und prozentisch 
angegeben. 

Befunde: Über 3 mg Kreatinin für 100 cem Blut zeigen 
bei Neubildungen 5°/,, bei schwerem Diabetes 19°/,, bei echter 
Gicht 12,5°/,, bei den übrigen Arthritiden 5°/,, bei luetischen 
Zuständen 6,3°,, bei Neurasthenie (allgemeiner Begriff) 4°/,, 
bei schweren Muskelerschütterungen an Neuropathen 7,4°/ 


10) 
bei Skorbut und echter Beri-Beri 22,20, bzw. 25°/,, bei der 
sogen. Lager-Beri-Beri 14°/,, bei Fällen mit abundantem Miß- 
brauch von Schlafmitteln usw. 23°/,. 

Bei akuter gelber Leberatrophie entwickeln sich Erschei- 


nungen, die a. a. O. eingehender beschrieben wurden. 
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Befunde absolut und prozentisch in Stufen. 


Tabelle IX. 
Kreatiningehalt des Blutes bei schweren Krankheitszuständen. 


mg in 10) cem Blut. 
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S „[53] unter en a IR ei 5—30: 
kheit Eee 1,0 1,0—1,2]1,2—1,5[1,5— 2,0]2,0—2,5[2,5— 3,0 
I Ss abs. 0/, abs. 0/, abs,| 0/0 abs.| %/o aba. 0/, Jabs.| 0/, 
Diabetes (leichte Fälle) . [36]36| 6 17 | 4 11,5 10 27 |12 |33 411,5 —|— 
Diabetes (schwere Fälle) |14|21|—|— |1 45| 2| 95 524 | 524 | 419 
Gicht (echte)... .. . | 4| SI-| —I—| —| 225 | 225 F 1 125] 2 25 
Gicht (atyp) . » . . . . 4| 6([— | —|ı 17 | 233 | 233 | 1 17 |— — 
Arthritiden (sonstige) . . |28]28] 2 | 7 [6 215] 6 215] 6 21,5] 4 14,5] 3 11 
Anämien........- 661 17 Jı 17 | 2383 | 233 ]|— — I— — 
Leukämien . . . . . . . | 3| 3]—-|— [1133| —|—| 11334 | 133, |—ı — 
Anämie (pernic.) . | 6| 911 111| 1 11,1| 3 334] 2 222] 1 11,1) 1 111,1 
Icterus haemolyt.. . . . | 3| 5{—|— |1 20 | 240 | 120 | 120 I— — 
Icterus catarrh.. . . . . 14|14| 4 285] 3 121,5] 750 |— — I—-| —|]-— — 
Lebercirrhose (allgem.) 20|20] 4 20 |5 25 | 525 525 | 15 [— — 
Leberatrophie ..... Siehe diese Zeitschrift 79, 162, 1917 
Skorbüut:. ZS warn“. na ter a 3] 9I— | —|— — | 222,2] 2 22,2] 111,2] 2 22,2 
Beri-Beri. ....... | 2] 4|— —|— —|— —| 125 | 125 | 125 
Lager-Beri-Beri!) . . . . |40171] 2 | 2,5] 3 4 [14 20 |14 20 | 8/11,5| 20 28 
Septische Fälle. . . 25125] — —| 4 16 | 6 24 | 624 | 5 20 | 4 16 
Pneumonie?) ...... 9| 9J—-| — I— — | 2 22,2] 333,4] 2 22,2] 2 22,2 
Typhus und Paratyphus.. [12/12] 1 | 8 |2 17 | 6 50 217 1,8 ]— — 
Lues (bes. neuingedde) . . [12[16]| 1 16,25] 2 12,5] 425 | 212,5] 4225 | 2 125 
Ulcera (Magen und Darm)| 7| 7|3 43 |2 29 | 114 | 114 | — I— — 
Arteriosklerose . ... . 10|14|—|— | 2 145] 3 21 535,5] 21145] 2 14,5 
Abusus von Schlafmitteln®)| 6113] 1 | 7,51 1 7,51 2 155] 2 15,5] 215,5] 2 155 
Neurasthenien (allgem.‘).. |18]24| 4 116,5] 4 116,5 2 & | 4165 5 120 4 16,5 
Muskelerschütterung°). . 125127] 2 | 74] 3 111,1[10 37,1] 7 259] 2| 7,4| 1 3,7 
Neubildungen (allgem.) 52|60] 3 5 |] 6 10 |14 23 [16 27 |12 20 | 6 10 
Ungeklärte (urieämische?) I | | | 
Zustände ...... 4| 8|— —|1 1235| 2 25 2 25 2'25 1 12,5 
Bemerkungen: Bezeichnungen summarisch. Befunde aus nicht 
terminalen Zuständen, Ausschluß der letzten 2 Lebenswochen®). 
Die nächste Stufe von 2,5 mg bis 3,0 mg Kreatinin füllt 


für die angezogenen Zustände 10°/,, 199 /,, 259 |, 11°/o 12,595. 
16,5 |, 3,79), 22.29), bzw. 25°/,, 28°/,, 15,5°/,; hinzutreten 
Ergebnisse bei perniziöser Anämie von 11°/,, bei septischen 





2) Vor der Krise. 
3) Trional, Veronal, Sulfonal; Trigemin usw. mehrfach Porphyrin- 


urie beobachtet. 


Temporäre Hyperkreatininämie. 


1) Siehe Text. 
5) Siehe Text. 
6) Siehe auch V. C. Myers und M. S. Fine, 1. e. 1915, 400. 


1) Chronische Dysenterien mit schweren Ernährungsstörungen. 





56 Joh. Feigl: 


Fällen von 16°/,, Pneumonie von 22,2°/,, Arteriosklerose 14,5°/,, 
unbekannte (uricämische) Zustände 12,5°/,. 

Den folgenden Bereich von 2,0 bis 2,5 mg Kreatinin für 
100 cem Blut erfüllen von den eingangs angezogenen Gruppen 
20%/,, 249], 12,5 |, 1491, 25/0 20%, 74%, 11,29%, bzw. 
25°/,, 11,5°/,, 15,5°/,, während die hinsichtlich der zweiten 
Stufe anschließenden Fälle mit 11,1°/, bzw. 20°/, bzw. 22,20, 
bzw. 14,5°/, beteiligt sind und neu hinzutreten die Befunde 
an leichtem Diabetes mit 11,5°/,, atypischer Gicht mit 17,0°/,, 
Lebercirrhosen mit 5°/,, Leukämien mit 33,3°/,, Icterus haemo- 
lyticus mit 20°/,, Typhus und Paratyphus mit 8°/,. 

In der nun folgenden Stufe, die den Bereich von 1,5 bis 
2,0 mg Kreatinin darstellt, sind alle angezogenen Gruppen von 
Krankheitsbildern reichlich, zumeist mit 20 bis 30°/, ihrer 
Befunde, vertreten. Einen auffallenden Sprung verzeichnet die 
Reihe über Leberecirrhose zwischen dieser und der höheren Stufe. 
Die Verschiebung nach den unteren Graden von Kreatininämien 
wird repräsentiert dadurch, daß Gicht, Skorbut, Beri-Beri, Pneu- 
monie nicht unter 1,2 mg vertreten sind. 

Summarisch dargestellt mit Rücksicht auf die oberen 
Stufen, die das Urmaterial für die Frage der Grenzwerte bergen, 
lautet das Ergebnis, daß bei Skorbut, Beri-Beri, schwerem Dia- 
betes, Abusus von Schlafmitteln rd. ein Viertel der Ergebnisse 
über 3,0 mg Kreatinin für 100 cem Vollblut fällt. Es folgen 
die Lager-Beri-Beri mit 14,5°/,, die echte Gicht mit 12,5°/,, 
schwere Muskelkrämpfe usw. mit 7,4°/,, während der Rest mit 
rd. 5°/, der Zahlen sich über die Grenze von 3,0 mg erhebt. 
Man sieht ferner, daß mit Werten über 2,5 mg Kreatinin ver- 
treten sind fast die Hälfte der Untersuchungen an Skorbut- 
Beri-Beri- und Diabeterfällen. 

Die Zusammenfassung dieser ganzen Gruppe absolut und 
prozentisch nach Stufen gibt die Tabelle X. 

Es fallen 6°/, über 3 mg, 19°/, über 2,5 mg, bereits 33%), 
über 2,0 mg, 56°/, (mehr als die Hälfte!) über 1,5 mg Kreatinin 
in 100 ccm Blut. Der Bereich unter 1,5 mg wird erfüllt von 
44°/,, der unter 1,2 mg von 20°/,, der unter 1 mg von 8°|,. 

Was nun die Bedeutung dieser Zahlen an Hand der Be- 
funde von Urin- und Blutuntersuchungen angeht, so ist all- 
gemein zu sagen, daß diese mehr oder weniger augenfällige 
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Abweichungen gegen die Norm enthielten. Bei den schweren 
Diabetesfällen („diabète maigre“ der Franzosen!) herrschten 
erhöhte Werte über Acetonkörper vor. Im Blute wurden solche 
von 2, 5, selbst 20 (1 mal) mg Gesamtaceton nach W.M.Marriott!) 
bestimmt. Erhöhte Befunde für Acetonkörper wurden auch ge- 
macht bei den meisten Gruppen, die auffallend hohe Werte 
von Kreatinin zeigten, so bei Lues, Muskelerschütterungen, usw. 
Es wurden, wenn man die Basis für den Gesunden mit rd. 0,1 mg 
(als obere Grenze nüchtern gewählt) Gesamtaceton für 100 ccm 
Blut annimmt, Erhöhungen gefunden, die auf 1,0 mg und selten 
auf 2,0 mg gelangen, mithin eine Steigerung auf das 10- bis 
20fache erfuhren. Bei Skorbut und Beri-Beri waren Befunde 
dieser Richtung nur mäßig. 
Tabelle X. 


Kreatiningehalt des Blutes bei schweren Krankheitszuständen. 
mg in 100 ccm Blut, nüchtern. 








Anzahl der Untersuchungen Kreatinin 
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Kreatin 
absolut prozentisch frei Gesamt 













siehe in 
Tab. XI. 


siehe in 
Tab. XI. 





3,0 mg und darüber) 


Die Diabetiker der schweren Gruppe hatten mäßige bis 
schwere Hyperglykämien bis zu 0,35°/, aufzuweisen, bei Gicht 
waren diese Befunde gelegentlich mit 0,15°/, vertreten. Im 
Bestande der Lipoide des Serums zeigten sich abweichend die 
meisten Untersuchungen von den schweren Stoffwechsel- 
störungen. Bilirubin, Urobilin, Hämolyse waren in diesen 
Untersuchungsreihen gelegentlich vertreten. Die Harnbefunde 
waren die allgemeiner klinisch und pathochemisch bekannten 
und jeweils spezifischen, bei Abusus von Schlafmittel ließ sich 
Porphyrinurie nachweisen. Auch wurde Hämatin im Serum 
gefunden. 

Übereinstimmend bzw. verwandt mit denen von Myers 


1) W. M. Marriott, Journ. of Biolog. Chem. 17, 293, 1913/14, siehe 
auch unten. 
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und Lough sind die Befunde über Diabetes, Carcinome, Arthri- 
tiden, bezüglich abweichend die über Neurasthenie und neu 
hinzutretend die über Muskelkrämpfe Im ganzen sind die 
Paralleluntersuchungen mit verwandten Ergebnissen abgeschlossen 
worden, was auch für Arbeitsbefunde von Folin und Denis 
gilt. Rosenbergs Zahlen weichen weit ab. Die nun folgende 
Tabglle XI gehört zu Arbeiten über die Fragestellung nach den 
Verhältnissen bei schweren Krankheitserscheinungen. In ihr 
sind typische Zustände als solche hinsichtlich der Werte des 
Reststickstoffgebietes beschrieben. Der Gesamtreststickstoff wird 
nach Greenwald, der Harnstofistickstoff (Fraktion nach Bang) 
nach Folin oder Fosse, die Aminosäuren rechnerisch nach 
Bang (summarische Fraktion) oder geläutert (reine Amino- 
säuren), die Harnsäure nach Folin-Denis, Steinitz-Bene- 
diet, Kreatinin und Kreatin wie beschrieben (modifiziert) er- 
mittelt. 

Die oberen Parallelreihen der Tabelle enthalten die bei 
verschiedenen Einzeluntersuchungen erzielten jeweiligen Maximal- 
werte für die einzelne Fraktion bzw. Substanz. Die einzelnen 
Glieder der oberen Reihe stehen mithin nicht in rechne- 
rischen Beziehungen zueinander. Die zweite Reihe bei jedem 
Krankheitszustande bietet eine Folge von zusammengehörigen 
Analysenresultaten zu einer Blutprobe. Es wurden tunlichst 
typische Gesamtbefunde gewählt und aufgeführt. Die letzte 
Kolumne enthält die Harnstoffprozente, soweit sie sich von 
der durchschnittlichen Norm entfernen. In der Aufstellung be- 
finden sich unmittelbar nebeneinander die Werte für Kreatinin 
(frei wie gesamt) und Kreatin. 

Die Befunde sind, soweit parallele Fälle dort vorliegen, 
verwandt mit denen in den Arbeiten von Folin und Denis. 
Die höchsten Werte für Gesamtkreatinin werden als solche an- 
gegeben. Bei eingehenderer Kenntnis der fraglichen Verhält- 
nisse läßt sich für mehrere Fälle eine Reihe von Beziehungen 
zwischen dem Aminosäurestickstoff, der Harnsäure, dem Kreatin 
durchführen. 

Unter den Gruppen von Erkrankungen, die in den Tabellen 
IX und XI aufgeführt sind, bedürfen einige hinsichtlich der 
vorliegenden Frage des Vorkommens von Kreatin und Kreatinin 
im Blute näherer Erörterung. Als echte Gicht wurden solche 
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Tabelle XI. 

Kreatinin und Kreatin im Blute bei bestimmten Erkrankungen in Be- 
ziehungen zum Gesamtreststickstoff und seinen Komponenten. 
Höchstwerte und ein typischer Fall. 
mg in 100 cem Blut, nüchtern. 






























— a = 
K Amino-N Ë Ki K 
z ; 8Z “| 5 a |: | tinin š + 
Krankheit de +E s| š E š UrN°/, 
g š | š |= |ees Ë 
Neubildungen 60 | 30 | 40 | 32| 60|23,3 0,4 135 —66 
schwere Erscheinungen | 55 | 20 | 85 | 27 | 4,5[21,1 02] 36,4 
52 (60) Fälle | 
Typhus und Para-| 65 | 30 | 35 30] 5,147 0,3 135—70 
Typhus 54 | 20 | 34 | 28 | 4,0]14,5 02] 36,1 
12 (12) Fälle 
Septische Fälle 85 | 35 | 52 | 45 | 7,0120,6 0,6 [82—63 
anderer Art 75 | 26 | 50 | 42| 6,0118,3 0,4] 34,7 
25 (25) Fälle | 
Pneumonie 90 | 45 | 48 | 37| 7,023,2 0,8 [30—60 
vor Krise 86 | 40 | 46 | 38] 5,0]20,6 061 47 
9 (9) Fälle ' 
Diabetes 50 22] 30 | 20 | 6,0125,6 1,2 [44—55 
schwer 40  20| 20 | 12 | 5,0117,7 0,8] 50 
14 (21) Fälle 
Lebereirrhose 42 | 20 | 30 | 22| 3,8[21,2 0,6 130—50 
allgemein 38 | 16 | 22 | 15 | 3,0]16,7 0,5| 42,1 
20 (20) Fälle | | 
Leberatrophie 182 | 32 |150 |130 |25,0 46,8 16,8134,8,4,0 | 17,6 
4 Fälle!) 80 | 20 | 50 | 43| 70143 40[12,00,2| 25 
Gicht, echte 42 | 20 | 25 | 16J10,0]18,5| 3,018,00,4 [44—60 
4 (8) Fälle 40 |18 | 22 | 14] 80|55 2615002] 45 
Skorbut (Beri- Beri) 100 | 43 | 66 | 50 112,0]29,1 5,0]28,0.0,4 [28—50 
5 (13) Fälle 98 | 3% | 66 | 56 | 9,020 4.019004] 32,7 
Lagererkrankung 100 | 40 | 68 55] 8,025.6! 4,0125,0'0,5 [80—55 
40 (71) Fälle 90 | 30| 60 51] 60211 3021004]| 33,3 
Neuropathie mit Mus- | 40 |30 | 20 | 12| 5o|143 4,012,0 0,5 [75—85 
kelerschütterung 28 | 16 | 12 7] 4,0|12,6 4.010,0 04] 57,1 
25 (27) Fälle | 
Abusus von Schlaf-| 45 | 20 | 30 25] 5,0|20,4| 3,2]20,0,0,6 |42—66 
mitteln 35 |18 f 17 . 11] 8,0ļ|15,9| 3,0 15,00,3 51,4 





6 (13) Fälle - 


Bemerkung: Die obere Reihe jeder Gruppe enthält voneinander 
unabhängige Höchstwerte für jede Fraktion bzw. Substanz des R.-N- 
Gebietes; die untere Reihe enthält durchuntersuchte Fälle mit zusammen- 
gehörigen Werten. Selbständige Fälle in offenen, wiederholte Unter- 
suchungen in geklammerten Zahlen °). 

1) Reihenuntersuchung a. a. O. 

?) Siehe hierzu H. Strauß, Die Nephritiden, Berlin 1916, 47; 

V. C. Myers und M. S. Fine, 1. c, 1915, 400; A. C. Woods, Arch. Int. 
Med. 16, 577, 1915. 
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Fälle bezeichnet, bei denen das Ergebnis der Belastungsprobe 
besonders hinsichtlich des Harnsäurespiegels im Blute mit den 
klinischen Symptomen zusammenfiel; „atypische“ Gicht ist der 
von Goldscheider formulierte Begriff 1), Lebercirrhosen sind 
summarisch aufgeführt. Die Fälle über Leberatrophie sind die 
von Feigl und Luce beschriebenen, von den zwei tödliche 
einmal (terminal), ein weiterer tödlicher reihenmäßig durch- 
untersucht sind, während ein geheilter (höchstwahrscheinlich 
Leberatrophie) auf dem Höhepunkt der Krankheit und nach 
Wiederherstellung analytisch beschrieben ist. Die bzw. Zahlen 
der Tabelle XI sind entlehnt dem durchgehend untersuchten 
Falle und dem geheilten. Die Fälle, die hier als Lagererkran- 
kung geführt sind, gehören einer großen Untersuchungsreihe an, 
die Verf. mit Rumpel und Knack (I. e.) bearbeitete?). Sie 
waren ferner als teilweise abgeheilte, schwere Dysenterien 
(primäres Leiden) mit schweren Ernährungsstörungen (Unter- 
ernährungskomplexe) bezeichnet worden. Die tödlichen Fälle 
zeigten in der letzten Lebenswoche schwere Befunde Die 
Pneumoniefälle sind solche, die vor der Krise untersucht wurden. 
Patienten mit gewohnheitsgemäßem Genuß von Schlafmitteln 
(der bis zur Grenze des überhaupt Möglichen gesteigert wurde) 
wurden als solche untersucht. Es handelte sich um Fälle mit 
Abusus von Trional, Veronal, Sulfonat usw., Trigemin usw. mit 
zeitweiliger Porphyrinurie. Die zahlreich untersuchten N eurasthe- 
niker gehören dem heute üblich gewordenen allgemeinen Be- 
griffe einer Erkrankung dieser Art an) Unter diesen sind 
jedoch zahlreiche speziell von Rumpel seit Jahren beobach- 
tete Fälle mit bestimmter Charakteristik, die sich in einer Art 
von Anfällen ausprägen kann, bei denen extremes Kältegefühl 
mit migräneartigen Neuralgien vorherrscht und die über- 
haupt mit unermittelten Wechseln hinsichtlich der endogenen 
Quoten für Kreatinin bzw. Kreatin und, Purin verknüpft zu 
sein scheint. Im allgemeinen findet man bei Patienten dieser 


1) Siehe bei E. Steinitz, l. c. 

2) Th. Rumpel und A. V. Knack, 1. e. 1916. 

3) Nach dem Gesamtbilde der betr. Untersuchungen würden einige 
dem von B. Brahn und H. Hirschfeld, diese Zeitschr. 79, 203, 1917 
(Orth-Heft), gekennzeichneten Komplex der Pseudoanämie mit herab- 
gesetzten Katalasewerten entsprechen. ; 
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Art normale Kreatininspiegel des Blutes. Bei Reihenunter- 
suchungen, die wir diätetisch und klinisch streng an 6 Fällen 
durchführten (purinfreie, kreatininfreie, kreatinarme, streng ge- 
regelte Kostsätze mit mäßigen Flüssigkeitsmengen, Ausschluß 
von Medikamenten und Genußmitteln, fieberfreie Perioden), 
konnten unvermittelt höhere Kreatininzahlen gefunden werden, 
so daß die Verknüpfung der Einzelbefunde Kurven mit jähem 
Anstiege und Abfalle zeigen kann. Parallel folgte reichlichere 
Kreatinin- und Kreatinausfuhr im Harne!). Während für diese 
Gruppe bei dem Fehlen gewaltsamer Muskelerschütterungen 
Hyperkreatininämien (relative wie absolute) nicht bekannt waren, 
solche auch schwer analytisch zu treffen und mit anderen Be- 
funden z. B. der Acetonkörper zu verknüpfen sind, trifft dies 
für die nächste Gruppe nicht zu. Muskuläre Erschütterungen 
bei Tremor, Paralysis agitans, Krämpfen, entsprechenden Hy- 
sterien müssen im Kreatininhaushalte Störungen mit sich bringen, 
die durch parallele Beobachtung vor und nachher zum Aus- 
druck kommen, wie die Analyse von Blut und Harn erweisen 
kann?) Für die Beurteilung der Leistungsfähigkeit diabetischer 
Nieren haben sich durch Untersuchungen von Fahr neue Ge- 
sichtspunkte ergeben ê). 

Während die eingehendere Besprechung der Befunde, 
namentlich der zusammenhängenden Reihen über die Frak- 
tionen des Reststickstoffgebietes, pathochemischen Betrachtungen 
zu den betr. Krankheitszuständen vorbehalten bleiben muß, ist 
die summarische Zusammenfassung der Tabelle X für die Lehre 
vom Blutkreatinin mit einschlägigen Folgerungen von unmittel- 
barem Werte. Diese ist mit den summarischen Zusammen- 
stellungen der Tabelle V (Leichtkranke, Verf.) und Aufrech- 
nungen der Ergebnisses von Myers und Lough, Folin und 
Denis, Rosenberg, zu einer Gesamtübersicht vereinigt, die 
in Tabelle XII dargestellt ist. 


1) Klinische Erörterung a. a. O. vorbehalten. 

2) Fälle dieser Art verdankt Verf. den Herren Dr. W. Holzmann 
(hiesige Lazarette) und Oberarzt Dr. E. Troemner (städtische Polikliniken, 
Lazarette usw.). 

3) Th. Fahr, Diabetesstudien lI, Virchows Arch. 223, 1913, 1917. 
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Tabelle XII. 


Zusammenfassung der Ergebnisse aus Tabelle V und Tabelle X. 
Stufenweise Verteilung absolut und prozentisch. 


mg in 100 cem Blut, nüchtern. 

















unter 1,0|1,0—1, 2lı,2— Dann 
Untersucher ; 
Anzahl abs. | % abs.| | lo abs.| |? Y é 















Tabelle V, Leichtkranke | 400 8 |42 105 120| 30 |142 135,5 60 1 
Tabelle X, schwereFälle | 455 | 35 | 8 | 54 | 12 [109| 24 |105| 23 | 66 19 
Myers Patienten‘) . . 110807) 14 
Folin Patienten®). . . 3 19, 9 [19 127,3 2 196; 4 0 
Rosenberg Patienten. 16 | 19 | 47 0 


Am augenfälligsten an Si in dieser Tabelle 
der Abstand zwischen den summarischen Ergebnissen an Leicht- 
kranken und Schwerkranken, einer natürlich nur schematisch 
behandelten Trennung, die aber bereits sehr differenzierend 
wirkt. Ein eingehender Vergleich beider Reihen erübrigt sich. 
Es genügt zu wissen, daß für jene, Tabelle V, 16°/, der Unter- 
suchungen über 2,0 mg liegen, für diese, Tabelle X, jedoch 33 °/,, 
daß die bezüglichen Zahlen oberhalb der Grenze von 1,5 mg 
Kreatinin für 100 ccm Blut vereint rd. 50°/, bzw. rd. 55°, 
ergeben. Interessant ist, daß in beiden Reihen die prozen- 
tischen Ergebnisse unter 1,0 mg mit je 8°/, gleich und unter 
1,2 mg mit 18,5°/, bzw. 20°, fast gleich ausfallen. Kombi- 
niert man diese Reihen eigener Untersuchungen nun mit denen 
von Myers und Lough, so sieht man, daß, prozentisch be- 
trachtet, die Zugehörigkeit der Gruppen einzelner Werte sich 
erheblich verteilt; z. B. wird für 2,5 mg Kreatinin bzw. mehr 
in 100 com Blut 14°/, errechnet, statt 19°, für den Bereich 


1) V. C. Myers und W. G. Lough, Arch. f. intern. Med. 16, 543, 
1913, Tab. 3. Angaben benutzt mit Ausschluß der Normalen (Nr. 31 bis 
Nr. 37, siehe dort), der Nierenkranken (Nr. 39 bis Nr. 48). Aufnahme 
fanden die übrigen Fälle nach den einzelnen bzw. Durchschnittsergeb- 
nissen (letztere Nr. 56, 57, 70, 72, 73, 75, 82, 83, 87, 88, 91) unter Aus- 
schluß der Zahlen für Maxima und Minima. Es sind als erstere 2,8; 2,3; 
3,8; 2,1; 3,0; 2,6; 1,5; 2,2; 2,2; 2,5; 2,2 mg vertreten. 

2) O. Folin und W. Denis, Journ. of Biolog. Chem. 17, 488 bis 490, 
1914, Tab. 1, 2, 3, benutzt mit Ausschluß je eines Falles von Nierenrekon- 
valeszenz (1,0 mg), Bleivergiftung (1,3 mg), Nierentbe. (1,4 mg), Queck- 
silberchlorürvergiftung (1,4 mg), Unbekannt (1,0 mg) und sämtlicher eigent- 
lichen Nephritiden. 
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von 2,0 bis 2,5 mg Kreatinin 35°/, statt 14°/,. Natürlich lassen 
sich die Befunde von Myers und Lough nicht streng parallel 
bewerten mit den eigenen, einmal wegen der absoluten Anzahl 
und ferner wegen der ihnen verliehenen Anordnung, wobei auch 
noch die Ausmusterung jeglicher Fälle in Betracht kam, die 
in Beziehung zu Störungen der Nierenfunktion stehen. Ferner 
fällt bei Myers die Gruppe mit Werten über 1,5 bis 2,0 mg 
Kreatinin ziemlich reichlich aus mit 11 von 49 Untersuchungen, 
d. i. 22°/,. Unterhalb dieser Grenze von 1,5 mg bleiben nicht 
einmal 28°,. Etwas anders liegt das Gesamtbild der Unter- 
suchungsergebnisse von Folin und Denis an 33 zur Berech- 
nung eingesetzten nierengesunden Patienten. 27°/, entfallen auf 
den Bereich über 1,5 mg Kreatinin in 100 cem Blut, 9°/, auf 
den unter 1,0 mg, während etwas über die Hälfte den Mittel- 
bereich von 1,0 bis 1,5 mg Kreatinin deckt. Immerhin sind 
auch hier noch 8,2°/, vertreten, deren Befunde 2,0 mg Krea- 
tinin für 100 ccm Blut erreichen oder überschreiten, und 22°/,, 
die dem Bereich von 1,5 bis 2,0 mg angehören. Ganz anders 
Rosenbergs Ergebnisse an Kranken! Über 2,5 mg, wie über 
2,0 mg werden keine Befunde für 41 Nierengesunde erzielt. 
7°/, der Ergebnisse ordnen sich in den Bereich zwischen 1,5 
und 2,0 mg Kreatinin, alle restlichen 93°/, fallen unter 1,5 mg, 
so die Anschauung des Autors verursachend. 

Bei Folin und Denis sind es 27°/, aller Befunde an 
Nierengesunden, bei Myers und Lough über 70°/,, bei den 
Leichtkranken aus den eigenen Untersuchungsreihen etwa 51°/,, 
bei den schwereren Fällen ebendaher über 56°/,, die sich über 
die Grenze von 1,5 mg Kreatinin in 100 ccm Blut hinausheben. 
Nimmt man nun den beachtenswerten Einwand auf, daß die 
Fälle nach Auswahl, hinsichtlich Art und Schwere usw., ein- 
ander auch in größeren Summen nicht gleichzusetzen sind, 
rechnet man ferner den schematisierenden Einfluß der stufen- 
weisen Anordnung der erhobenen Befunde mit hinzu — beide, 
besonders der letztere, üben durch Zuweisung ermittelter, von 
Fehlergrenzen mit beeinflußter, Werte auf die Gruppen ge- 
staltende Wirkung auf die Größe der statistischen Zahlen- 
staffeln aus —, so wird man von einer prinzipiellen Gleich- 
stellung der Ergebnisse zurückkommen. Übergewicht wird man 
trotzdem der größeren absoluten Anzahl untersuchter Fälle ein- 
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räumen dürfen, was für die eigenen Arbeiten zutrifft, bei denen 
keine Auswahl in statistischer Hinsicht, sei es auf medizinisch- 
biologischer, sei es pathochemischer Hinsicht betätigt wurde als 
die des strengsten Ausschlusses nierengeschädigter Fälle. Bleibt 
man trotzdem bei dem niedrigsten prozentischen Wertbefunde 
für den Bereich über 1,5 mg Kreatinin in 100 cem Blut, den 
27°/, von Folin und Denis, so bleiben nach Abzug der Zahl 
Rosenbergs (7°/,) noch 20°/, über dieser Grenze; gleicher- 
art ergeben sich für die eigenen Untersuchungen der Gruppe 
der Leichtkranken 43°/,, der schwereren Fälle rd. 50°/,, wäh- 
rend bei Myers und Lough sich dabei über 60°/, (!) errechnen 
lassen und der Gesamtdurchschnitt aller Ergebnisse sich als rd. 
40°/, darbietet. l 

Das Mittel der betreffenden Zahlen aus den eigenen Unter- 
suchungen würde mit rd. 45°/, an die Hälfte der Befunde 
grenzen. Würde man die Reihen über schwerere und leichtere 
Zustände einander aus diesem Interesse nähern wollen, so 
könnte man von den 19°/, bzw. 40°/, über 2,5 mg Kreatinin 
liegenden Zahlen absehen und hätte als Mittel aus beiden 
Reihen rd. 45°/, anzusehen. Unter der nunmehrigen, durch 
entsprechende tatsächliche Feststellungen nicht erhärteten An- 
nahme, Rosenbergs Fälle seien nur leichtkranke gewesen, 
einer Voraussetzung, die seiner Auffassung den besten Boden 
sicherte, hätte die Reihe sich dem Vergleich mit den Leicht- 
kranken der eigenen Tabelle V zu unterwerfen, wobei den 
7%/, (R.) rd. 50°/, (F. gegenüberständen. Wie man die 
Zahlenverhältnisse ansieht, es ergibt sich immer wieder die 
Einsicht, daß es Einflüsse anderer als rein statischer, ka- 
suistischer, pathochemischer Art sein müssen. Es kommen nur 
solche methodischer Natur in Frage. Bei der Bedeutung, die 
der Kreatininämie im ganzen beigelegt wird, die im diagnosti- 
schen Sinne Myers und Lough begründet, formuliert und 
statistisch ausgestattet haben, bedürfen die einschlägigen Be- 
funde kritischer Würdigung. 

Es geht also aus der Summe der bisherigen Beobachtungen 
hervor, daß auch bei Nierengesunden, wenn man sich auf den 
Boden des analytischen Prinzips der von Folin und Denis 
gebotenen Technik — auch in präzisiertter Form — stellt, 
Werte vorkommen, die 2,5 mg Kreatinin in 100 cem Blut und 
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selbst 3,0 mg entsprechen. Die Zahlen der amerikanischen Au- 
toren sind mehrfach genannt worden. Mit ihnen überein 
stimmen die Ergebnisse größerer Reihen eigener Untersuchungen, 
bei denen fortwährend das Bestreben nach Auffindung von 
Ausschlägen an der oberen Grenze des Bereiches betätigt 
wurde Es wurden Zahlen bis an 4,0 mg gefunden. Somit 
kann — immer auf der Basis der summarischen Reduktion 
der Pikrinsäure — von einer Begrenzung. des Kreatininspiegels 
bei nierengesunden, sonst pathologisch affizierten Menschen 
um 2,0 mg für 100 ccm Blut keine Rede mehr sein. Schon 
die Tatsache, daß Folin und Denis in ihren eigenen orien- 
tierenden Untersuchungen Werte bis zu 2,5 mg fanden, be- 
durfte der Beachtung. So haben sich denn auch diese Autoren 
nicht, wohl aber Myers und Lough zu der Frage der Grenz- 
werte geäußert. Bei ihnen kommen Werte bis zu 3,8 mg vor. 
Sie definieren denn auch Werte über 2,5 mg als zumeist doch 
wohl unter Mitbeteiligung von Nierenstörungen entstanden 
und solche bis 3,0 mg allgemein „mit Verdacht“. Man hat 
Grund zur Annahme, daß bei den schweren Zuständen der 
Untersuchungsreihen Tabellen IX, X, XI leichtere Störungen 
in der Stickstofffunktion der Niere mit statthaben, ohne daß 
Anhaltspunkte für entzündliche oder degenerative Vorgänge 
funktionell (ev. pathologisch-anatomisch) bereits erkennbar sein 
müßten. Wie dem auch sei, es kommen außerhalb des Morbus 
Brighti in größerem Umfange Ergebnisse an Erhöhungen des 
Kreatininspiegels des Blutes in Betracht, die auf die bisherige 
diagnostische Beurteilung der ganzen Frags Einfluß haben). 


1) Die Darstellung der Ergebnisse des vorliegenden Untersuchungs- 
materiales bringt es mit sich, daß Ausführungen im Dienste spezieller 
Arbeitshypothesen nicht um ihrer selbst willen behandelt werden können. 
Indes bedürfen Befunde und Schlußfolgerungen von M. Rosenberg 
schon darum immerhin einer — nebensächlich gehaltenen — Erörterung, 
weil ihre Grundlagen aus dem jetzt anzuerkennenden Rahmen ganz er- 
heblich herausfallen. Es fehlen tatsächliche Angaben über Gesunde, 
während Befunde an nierengesunden Patienten den Autor bestimmen, 
Werte von 1,5 bis 1,6 mg Kreatinin für 100 cem Blut als obere Grenze 
anzusehen und bei höheren Werten von „Hyperkreatininämie“ zu 
sprechen. Diese entschlossen formulierte Definition schränkt R. aller- 
dings alsbald wieder durch Rücksicht auf Bedenken um sein (als Ver- 
gleichslösung benutztes) Präparat ein, da ihm angesichts der Ab- 
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Sache des Methodologen ist es, hier zwischen den unmittelbaren 
Äußerungen des vorhandenen Kreatinins und dem mittelbaren 


weichungen die Möglichkeit auftaucht, sein Handelsprodukt könne 
quantitativ (elementarchemisch) von den Stammsubstanzen der Ameri- 
kaner abweichen (die diese sich nach modernen, bewährten Methoden 
selbst herstellten) und hinsichtlich der Colorimetrie ungleichwertig sein. 
Nach Erachten des Verf. wird man bei einem beträchtlichen Abweichen 
sofort den Weg der analytischen Kontrolle des Maßstabes beschreiten, 
anstatt Bedenken zu äußern und dabei weiterhin Material zu sammeln. 
Verf. hat (s. o.) dementsprechende Untersuchungen angestellt. Indem 
nun aber überdies Rosenberg von einer „geringen Differenz“ (zwi- 
schen den eigenen und der Amerikaner Ergebnissen) spricht, schafft 
er die Möglichkeit zu ganz bedenklichen Irrungen. 0,4 bis 0,5 mg pro 
100 cem Blut sind zwar im allgemeinen absolut wenig, in der Kreatinin- 
frage schon allerhand, relativ aber bereits im gegebenen Falle 20 bis 
25°/, der betreffenden Ausschläge, wenn an 2,0 mg Kreatinin als oberer 
Grenze, fast 50°/,, wenn an 1,0 mg angeknüpft wird. Die Abweichung 
ist eine erhebliche, an sich wie im Fortwirken bei den statistischen 
oder diagnostischen Folgerungen. Verf. möchte davor warnen, diese 
Abweichungen mit der Auffassung, die R. von klinischer Genauigkeit 
zu äußern bestrebt ist (Berl. klin. Wochenschr. 1916, Nr. 49) zusammen- 
zubringen. Die Annahme des Verf., R. könne unter Umständen mit 
einem Defizit von 20 bis 25°/, Färbeintensität seiner Kreatininstamm- 
lösung gearbeitet haben, gründet sich auf Beurteilung der Reihenunter- 
suchungen usw. 

Der Einwand R.s über Nüchternentnahme fällt bei den Unter- 
suchungen des Verf. fort und reduziert sich auch im Hinblick auf die 
Ergebnisse der Amerikaner, da deren Zahlen den eigenen angenähert 
sind. Natürlich haben die Folgerungen aus diesen Erörterungen An- 
spruch darauf, bei den spekulativen Anschauungen R.s über Beziehungen 
zwischen Harnstoff, Kreatinin, Indican fortgesponnen zu werden. Zuerst 
haben sie Einfluß auf die unmittelbaren Schlußfolgerungen R.s, die in 
bezug auf die obere Grenze der Norm a limine abzulehnen sind, wäh- 
rend die übrigen natürlich der Nachprüfung bedürfen. Recht be- 
denklich nnd durchaus ungenügend gestützt sind sonach auch die 
Folgerungen, die R. zur Frage des Kreatiningehaltes in Punktaten wie 
im Liquor, verglichen mit den betr. Werten des Blutes, zieht. Verf., 
der seit 1913 dieses Gebiet vom Standpunkte des Reststickstofiproblems 
bearbeitet (Hbg. Ärzte-Korresp. 1914, XXI, 266; Hinweis auch in Deutsche 
med. Wochenschr. 1916, Nr. 40), kann den schematisierenden Dar- 
legungen R.s auch hierin durchaus nicht beipflichten. 

Getrennt von den Ergebnissen Rosenbergs müssen die der neuen 
eingehenden Untersuchung von Gettler und Baker bewertet werden, 
deren Zahlen so weit von Umfang und Grenzen der derzeit anerkannten 
abweichen, daß wohl andere Gründe vorauszusetzen sind. Entsprechende 
Nachprüfungen sind im Gange. 
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Eingreifen anderer der Reduktion fähiger Stoffe zu unter- 
scheiden bzw. Anhaltspunkte für die Grenzen der Stichhaltig- 
keit des Pikrinsäureverfahrens bei seiner Anwendung auf 
pathologische Blutarten zu schaffen. 


Als selbständige Frage zu dem Gebiete der Kreatininämie 
sieht Verf. Untersuchungen an, die an Sportsleuten und Mar- 
schierenden angestellt wurden. In den Ergebnissen, die Blut- 
untersuchungen an den Teilnehmern eines großen Armeegepäck- 
marsches 1914 lieferten, befinden sich Zahlenreihen über den 
Reststickstoff des Blutes und seine Aufteilung. Es ließ sich 
zeigen, daß häufig der Gesamtreststickstoff nach Beendigung 
des Marsches erhöht war, daß sein Aufbau durch Zurück- 
drängung der Aminosäurefraktion und relativen wie absoluten 
Anstieg des Harnstoffs ein anderer wurde, und daß die Ur- 
sachen dieser Erscheinungen einstweilen nicht scharf aus einem 
Gesichtspunkte heraus definiert werden konnten!). 


Fortgesetzte Untersuchungen über dieses Gebiet, wovon 
demnächst zu berichten ist, ermöglichten die Fortführung der 
damals aufgeworfenen Frage nach dem Verhalten des Krea- 
tinins. Es waren Anstiege von 1,2 mg vor Antritt des Marsches 
auf 3,2 bzw. 1,8 mg nach Beendigung des Marsches beobachtet 
worden, gleichzeitig ein Anwachsen des Gesamtreststickstoffs 
im ersten Falle von 27,0 auf 44,0 mg und ein annäherndes 
Verhalten im zweiten bei 33,0 und 35,0 mg, ein Ansteigen der 
Harnstoffprozente von 52 auf 88°), bzw. von 54 auf 74° 
festgestellt worden. Im ersteren Falle waren Acetonurie und 
Diaceturie deutlich, im zweiten nur mäßig erwiesen worden. 
Marschübungen genesender Krieger, deren absoluter oder rela- 
tiver Trainingsgrad ein unvergleichlich geringerer war als bei 
den genannten Gepäckmärschlern, wurden bisher in 7 Fällen 
untersucht. Die einschlägigen Ergebnisse finden sich in Ta- 
belle XIII. Dort finden sich 5 entschiedene Anstiege bei 
7 Teilnehmern, von denen 4 gleichzeitig achtbare Erhöhungen 
der absoluten Reststickstoffwerte zeigten, während parallel die 


+ 
Harnstoffprozente (ber. Ur-N) anstiegen, wie die Tabelle zeigt. 
Die Erörterung der individuellen Voraussetzungen und Zustände 


1) Diese Zeitschr. 76, 297, 1916. 
5* 
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bleibt einstweilen vorbehalten‘, Nach Ausweis anderweitiger 
klinischer und biologischer Untersuchungsmethoden kann keine 
Rede davon sein, daß es sich hier um durchaus gesunde Leute 
gehandelt habe und daß dennoch die Zahlen im strengen Sinn 
pathologisch-physiologischer Natur seien?). Verf. hatte aber 
Gelegenheit, einen jugendlichen, gut trainierten Tourenruderer 
zu untersuchen, der nach 8stündiger anstrengender Fahrt 
einigermaßen andere Zahlen gab als vor Antritt derselben im 
nüchternen und ausgeruhten Zustande (A). Wesentlich deutlicher 
dokumentierten sich die Ausschläge bei einem älteren Radler, 
der eine erhebliche Anstrengung hinter sich hatte (B). Der 
Ruderer A zeigte einen Anstieg von 1,6 mg bis 2,1 mg Krea- 
tinin, von 18,0 mg bis 24,0 mg Gesamtreststickstoff (mit 49°], 
bzw. 71°/, Harnstoff) für 100 cem Blut, der Radler B die 
Zahlen der Tabelle. Während im ersten der Kreatininanstieg 
mäßig, im zweiten deutlich als solcher zu bewerten ist, sind 


Tabelle XII. 


Kreatinin, Reststickstoff und Harnstoff bei pathologisch-physiologischen 
Zuständen. 
mg in 100 cem Blut, nüchtern, 























5 Kreatinin Gesamt-R.-N | Harnstoff-N °/, 
Anlässe ; 

š 8 vorher eg vorher ya = ee ed 
Gepäckmarsch 1914 1 1,2 3,2 27 44 
Hamburg { 2 1,2 1,8 33 35 
1 1,1 1,6 33 42 
Übungsmärsche von z IE i 2 
Rekonvaleszenten 4 15 24 27 | 38 
und Geheilten 5 16 29 2] 28 
Hamburg 1916 6 16 34 45 68 
7 1,8 2,8 42 71 
Tourenruderer A 1,6 2,1 18 24 
Radfahrer B 1,2 2,2 22 28 
Durstkur, streng í l Pi pe = BE 
Unterernährung, A Í 1 I 2 = $i 
kurze intensive 3 18 16 34 50 








1) Untersuchungen über den Einfluß von Marschanstrengung auf 
die Zusammensetzung des Blutes. Gemeinsam mit A. V. Knack, diese 
Zeitschr. 1917. Übungsmärsche von Rekonvaleszenten. 

2) Joh. Feigl und A. V. Knack, Centralbl. f. inn. Med. 1917. 
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die Ausschläge im Gesamtreststickstoff' und Harnstoff höher. 
Die gleiche Tabelle umfaßt 2 Fälle extrem gehandhabter mehr- 
tägiger Durstkur mit unwesentlichen, ferner 3 Fälle von 16- bis 
19tägiger Unterernährung bei annähernd gesunden Männern 
mit gleichermaßen unwesentlichen Ausschlägen im Kreatinin- 
spiegel des Blutes vor Beginn bzw. nach Abschluß der be- 
treffenden Ausnahmeperiode. Im ersteren waren die Ergebnisse 
des Reststickstoffgebietes kaum, im zweiten nach der Seite des 
Harnstoffs bei Abschluß der fraglichen Periode erheblich ab- 
weichend, wie im Einklang mit anderen Untersuchungen zu 
erwarten war. 
Anhang. 

Eine Anzahl von Krankheitsfällen, bei denen Aderlässe 
gemacht wurden, bot einiges Material, das sich zur Förderung 
der Frage nach der Verteilung von Kreatinin und Kreatin 
zwischen Plasma und Körperchen eignete. Da es sich um 
permeable Substanzen handelt, ist in allen einer schnellen Ab- 
gleichung zugänglichen, normalen Fällen kaum auf Differenzen 
zu rechnen. Anders konnten sich Anlässe mit Störung im 
Angebot oder in der Produktion verhalten. Die Tabelle XIV, 

Tabelle XIV. 


Vorkommen von Kreatinin und Kreatin im Vollblut und im Serum. 
mg in 100 cem !). 























Serum Vollblut 

Fälle EI I A 

Krea- | . | Harn- | Krea- | . | Harn- 

tinin frei Kreatin stoff-N |tinin frei, Krentin stog-N 

1. Normal 1,0 s0 | 230| 10 80 | 200 

2. Nephritis 40 | 105 | 520 4,2 9,5 50,0 

3. » 6,5 11,0 ` 110,0 60 | 98 | 101,0 

4. h 20,2 65 | 212,0 | 21,0 68 | 202,0 
| (22,0 | 17,0 

5. Chron. Nephritis 5,2 21,0 | 820 50 | 415,0 86,0 
22,5 | 114,4 

6. Urämi 26,1 | igo | 2420 | (242 120 | 886 

š me 25,0 | , {05’8 | lios ’ 
: 80) | (40,0 | | (384,8 

7. Akutogelbotober] a1 | egea. | 30 h SO] 15T. | 820 
P 82) | (41,0 | 71 184,2 
34) | (26,5 | 95 23,0 

8. Lager-Beri-Beri | 3,44 427,5 | 34,0 35} 224 | 35,0 
3,5) | [27,0 | » | 121,2 





1) Eingeklammert: unabhängige Analysen. 
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in der Befunde an Serum und Blut einander gegenübergestellt 
sind, zeigt bei den vorhandenen Nüchternwerten praktische 
Gleichheit für Harnstoff und Kreatinin, während Kreatin in 
den Fällen 5 und 6 (chronische Nephritis und Urämie) nicht 
unerheblich abweicht, was auch für die pathochemisch anders- 
gearteten Fälle 7 und 8 (akute gelbe Leberatrophie und Lager- 
Beri-Beri) zutrifft. Verf. findet ein gewisses Interesse an der 
Tatsache, da auch analytisch gelegentlich auf diese Verhältnisse 
zurückgegriffen werden kann, die unter strengem Einhalten der 
gegebenen Methodik parallel erzielt wurden. 


Tabelle XV. 


Versuche über die Fehlergrenzen der klinischen Kreatininbestimmung, 
mg in 100 ccm Blut. 





























À aus einem Extrakt Weitere Extrakte 

Blutart == N 
|a. 28; f: Pa) €: Ae 
I+ | os 1⁄1 11| 10| 1,0] 09| 10| 09| 11] 10| 11 
II+ 25| 27| 26| 26| 26| 251 2,5] 24| 2,7| 25| 25 
II + 40| 44| 4,3] 42) 4,2] 4,2| 42| 4,1] 451 4,2! 48 
IV+ 62| 66| 65 65 65 64! 64] 65 70| 66| 67 
V++ |202|220 215 205 21,0 202 20,9 | 20,5 | 23,0 220 21.0 
VI++ | 22 25 24 24, 23 22 23| 21 25| 22 2,3 
VII+++ | 52| 55| 5381 53] 5,21 52) 58] 52] 56| 52] 58 
VIII +++ | 25,1 | 26,5 | 26,0 | 25,6 | 25,2 252 | 25,6 | 25,2 | 27,2 | 25,5 | 26,5 





Kreatingehalt, parallel untersucht: 
Bei + (I, II, III, IV) zwischen 8,0 und 12,0 mg 
» ++ (V, VI) unter 8,0 mg 
» +++ (VII, VIII) über 20,0 mg 
für 100 ccm Blut. 


Die anschließende Tabelle XV orientiert über die Genauig- 
keit der abgekürzten klinisch-diagnostischen Methode im Sinne 
von Myers und Lough. Es wurden Aderlaßblutarten mit 
wechselnden Kreatiningehalten bei gleichfalls nicht einheitlichen 
Kreatinprozenten teils aus einem Extrakte, teils aus mehreren Ent- 
eiweißungen einander gegenübergestellt. Die Zahlen sind nicht 
nur um der höchsten Abweichungen wegen, die in kleinen ab- 
soluten Beträgen über 10°/, erreichen können, instruktiv, 
sondern um deren relativer Genauigkeit im Zusammenhange 
mit dem Kreatingehalte des Blutes. Die Ausführung war hier- 
für eine expeditive und beschleunigte, wie es bei der Hand- 
habung klinischer Methoden wünschenswert ist. Für diese ist 
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die Genauigkeit auch bei Benutzung geringerer Blutmengen 
— hier wurden 3.0 cem verwandt — ausreichend. Die Be- 
deutung dieser Untersuchungsmethode setzt zwar andererseits 
genauere analytische Kenntnisse des Umfanges der Reduktions- 
wirkung durch die übrigen in Betracht stehenden Stoffe voraus 
und verlangt genaue und begründete Vorstellungen über Grenz- 
werte. 

Über weitere, das Wesen der Reduktion wahrscheinlich 
beeinflussende Faktoren namentlich im pathologischen Ver- 
wendungsbereich der Reaktion soll anschließend berichtet werden. 


Einige Beobachtungen zur Frage nach der Mehrdeutig- 
keit der Kreatininreaktion. 


Daß von einer speziell nur das Kreatinin ergreifenden 
Wirkung der Pikrinsäuremethode nicht die Rede sein kann, 
haben Untersuchungsn aus der Chemie des Harnes dargetan, 
deren Stand zum Teil oben dargestellt wurde. Da besonders 
die Acetonkörper als Interferenten der Farbstoffbildung in 
Frage kommen, müssen sie hier zunächst berücksichtigt werden. 

Nimmt man zunächst nach den modernen Untersuchungs- 
methoden, die auch experimentell und klinisch gehandhabt 
werden können, die obere Grenze des Gesamtacetons (freies 
präformiertes Aceton und solches aus der Acetessigsäure) zu 
0.1 mg für 100 cem Vollblut an, so hat man damit einen 
Anhaltspunkt für die Norm. Diese Zahlen sind entlehnt einer 
Untersuchungsreihe von W. M. Marriott!) und stützen sich auf 
das Prinzip der Methode von Scott-Wilson?), die als solche 
bewährt ‚und vollauf begründet, zudem später von Folin und 
Denis näher durchgearbeitet und im Prinzip bestätigt worden 
ist). Der Gesamtdurchschnitt normaler Werte liegt für Ge- 
samtaceton im Blute indes noch niedriger, und wir haben Grund 
zur Annahme, für nüchterne, ausgeruhte, befriedigend ernährte 
1) W. M. Marriott, Journ. of Biolog. Chem. 16, 293, sowie ebenda 
281, 289, 1913/14. 

2) W. Scott-Wilson, Journ. of Physiol. 10/11, 444, 1912. 

3 O. Folin und W. Denis, Journ. of Biolog. Chem. 18, 1914. Das 
Prinzip der fraglichen Reaktion wird nephelometrisch benutzt, indem die 
Fällung des komplexen Silber-Quecksilbersalzes einer Empfindlichkeit von 
höchstem Grade entspricht. 
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Gesunde oder Genesende (Ausschluß der betr. speziellen Stoff- 
wechselanomalien!) etwa 0,05 mg anzusehen‘). Die Beträge, 
zu denen sich bei erheblichen Acidosen dieser summarische 
Wert erheben kann, sind mit 20,0 mg für 100 cem Blut ganz 
allgemein anzunehmen, erfahren somit eine Erhöhung auf das 
200fache. Eine Zahl von Marriott, gewonnen an einem Kinde 
im Koma, gibt 23,4 mg, eine andere nach „orthopädischer Ope- 
ration“ 11,2 mg in 100 cem Blut. 

Es ist nun nach den vorstehenden Berichten festzustellen, 
daß bei den Gesunden (Tabelle III), Genesenden (Tabelle IV) nie- 
mals, bei den Leichtkranken (Tabelle V) sehr selten Anhalts- 
punkte für das Bestehen von Acidosen sich aus der verfeinerten 
Harnanalyse eben nach den Prinzipien der Reaktionen von 
Frommer-Czonka-Engfeldt oder Scott-Wilson-Marriott- 
Folin herleiten ließen. Einen breiten Raum nimmt dagegen 
das Vorkommen von Acetonkörpern bei den Patienten der Ta- 
bellen IX, XI sowie den Personen aus der Reihe von Unter- 
suchungen zur pathologischen Physiologie ein. Bei den Pa- 
tienten der Tabelle IX trifft das zu für schweren Diabetes, 
bei dem gelegentlich Blutacetonkörper (Gesamtaceton) von 20,0 mg 
beobachtet wurden, für Leberatrophie mit Werten bis 2,0 mg 
usw. Insbesondere reihen sich noch ein die neuropathischen 
Zustände mit Muskelerschütterungen, wo sich Befunde bis 10,0 mg 
Gesamtaceton für 100 cem Blut finden. Im übrigen waren fast 
alle einzelnen Gruppen dieser Reihe hinsichtlich der Aceton- 
körper des Harnes und Blutes geringen Störungen unterworfen, 
indem oft Erhöhungen vorkamen, die dem 10fachen Betrage 
des Gesamtnormaldurchschnitts (0,05 mg) oder seiner oberen 
Grenze (0,1 mg) entsprachen. Feigl und Querner haben zuerst 
größere Reihenuntersuchungen an Gepäckmärschlern angestellt, 
indem sie auf Acidose und Acetonkörper des Harnes fahndeten?). 


1) Reihenuntersuchungen von Genesenden, Geheilten und Gesunden 
aus Anlaß der Frage nach den Einflüssen von Marschanstrengungen ent- 
sprechen diesem Mittel (s. o.). 

2) J. Feigl und E. Querner, Zeitschr. f. klin. Med. 1917 (l. c.'. 
Coloriskopische Verwendung der Reaktion von Fabinyi-Frommer. Es 
sei hier der Hinweis gemacht, daß bei einem Marschteilnehmer der unter- 
suchende Arzt (E. Krieg) in Verbindung mit dem Verfasser Aceton- 
geruch in der Atemluft deutlich wahrnahm und demonstrierte (s. Feigl 
und Querner). 
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Auch diese Ergebnisse zur Kreatininfrage waren also mit 
Ausschlägen in den Methoden der Acetonkörper zu verknüpfen. 
Eingehender verfolgt wurde die Frage bei den Übungsmärschen 
der Genesenden; die bisherigen Anschauungen waren bestätigt 
worden, was auch für den Tourenruderer zutraf?). 

Sucht man nun nach Anhaltspunkten für die Verkettung 
der beiden Gruppen von Substanzen, die in Verlauf und Er- 
gebnisse der Pikrinsäurereduktion eingreifen, so läßt sich u. a. 
eine auf das Verhalten der Acetessigsäure begründete Beob- 
achtung verwerten. Binet und Mitarbeiter fanden proportio- 
nale Störung der Kreatininbefunde durch Acetessigsäure, indem 
0,1°/, der letzteren einen Fehler von 4°/,, 3,9°/, der Säure 
einen Fehler von 44°/, mit sich brachten. Es wird auf die 
Nützlichkeit der einschlägigen Methodik nach Graham und 
Poulton hingewiesen?). Diese Ergebnisse sind auf den Krea- 
tiningehalt zu beziehen. Nimmt man 5,0 mg Kreatinin für 
1,0 cem als höchsten Betrag, 1,0 mg für 1 ccm als niedrigen 
an, so würde das Verhältnis zur Acetessigsäure in den ge- 
nannten Prozentgehalten der französischen Forscher zwischen 
1:1 und 5:1 (Kreatinin zu Acetessigsäure von 0,1°/,) und 
zwischen 1:40 und 1:8 (Kreatinin zu Acetessigsäure von ca. 
4°/,) liegen. Überträgt man die Bewertung dieser Zahlen- 
verhältnisse — gleichfalls ohne Rücksicht auf das präformierte 
Aceton — auf das Vorkommen der beteiligten Stoffe im Blute, 
so ergibt sich unter Zugrundelegung der Norm bei Ansatz für 
100 cem Blut: 0,5 mg bzw. 2,0 mg Kreatinin stehen gegenüber 
0,02 mg bis 0,05 mg Acetessigsäure in relativen Zahlenverhält- 
nissen von 25:1 bis 4:1 (großer Durchschnitt 10:1) für Base 
und Säure, bleiben also noch ganz merklich unterhalb der 








1) Übrigens hat die Handhabung der Nephelometrie nach Scott- 
Wilson-Marriott (s. dort) gewisse Bedenken technischer Natur. Ver- 
fasser hat mit Erfolg das Prinzip der colorimetrischen Methodik von 
Fabinyi-Frommer-Czonka auch für Blut benutzt. Man kommt mit 
20,0 ccm normalen Blutes aus und tauscht für die mindere Empfindlich- 
keit die handlichere und einfachere Colorimetrie ein. Die Handhabung 
der Reaktion in der Ausführungsform von Czonka ist der von Eng- 
feldt nach Ansicht des Verfassers beträchtlich vorzuziehen. Ausführliche 
Angaben in einer folgenden Spezialarbeit. 

2) Binet, Delfins, Rathery, Soc. Biolog. 77, 479, Oktob. 1914, 
nach Centralbl. f. Biochem. u. Biophys. 18, 14/15, 506, 1916. 
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Beziehungen, die nach den französischen Autoren einen pro- 
zentischen Fehler von 4 mit sich bringen können. Rechnet 
man 0,5 mg bzw. 2,0 mg Kreatinin für 100 cem Blut ent- 
sprechend auf gegen 10,0 mg Acetessigsäure, wie Verfasser sie 
bei Diabetes und selbst bei Marschanstrengung einmal gefunden 
hat, so ergeben sich entsprechende Relationen von 1:10 bis 
1:20, die der Mittelbreite der fraglichen Verhältnisse im Harn 
bei 4°/, Acetessigsäure verwandt sind. Es würde also — selbst 
in diesem schematisierten Beispiele, dessen Zahlen abgerundet 
nur der Anschauung der betr. Verhältnisse zu dienen haben — 
ein Fehler herauskommen können, der für Acetessigsäure allein 
ein Drittel des Kreatininwertes ausmachen könnte. Durch 
Einbeziehung des Acetons verschieben sich die Fehlerquellen. 

Verfasser hat darum alle Kreatininwerte, die bei Acidosen 
zur Beobachtung kamen, als solche mit einschränkender Kritik 
aufgenommen. Wie oben kurz gestreift, läßt sich ein Vorschlag 
zur Präzisierung von Kreatininbefunden in den fraglichen Zu- 
ständen aus der Vorbehandlung des basenhaltigen pikrinsauren 
Blutextraktes herleiten!). 

Wird dieser im kontinuierlich arbeitenden Apparat nach 
Taylor oder nach Lind (letzterer bietet die besten technischen 
Aussichten) während einer Frist von 1 bis 2 Stunden mit 
reinem Äther extrahiert, so nimmt dieser die Hauptmenge der 
Acetonkörper auf?). Von einer quantitativen Extraktion dürfte 
indes kaum die Rede sein. Bringt man nunmehr das bei ge- 
wöhnlicher Temperatur im gelinden Vakuum von 50 bis 100 mm 
Druck während einer halben Stunde durch Kohlensäure oder 
gewaschene und filtrierte Luft ätherfrei gemachte Blutextrakt 
im Flüssigkeitsbade von 20° wieder auf Sättigung mit Pikrin- 
säure (von der bei der Extraktion nur wenig verloren ging), 
filtriert und colorimetriert, so findet man Differenzen, die einigen 
Einfluß auf die fraglichen Werte von Kreatinin haben. Auch 


1) Steigerung bzw. Herabsetzung der Farbintensität der Kreatinin- 
reaktion durch die interferierenden Acetonkörper hängt ab von der Re- 
aktionszeit (Morris). 

2) Bekanntlich enthält Äther, der nicht frisch gereinigt (in üblicher 
Weise, z. B. nach E. Gattermann, Praxis des organ. Chemikers) und 
über Natrium destilliert ist, Säuren, Peroxyde, Aldehyde, ungesättigte 
Körper, abgesehen von den üblichen technischen Verunreinigungen. 
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die Durchlüftung bei 35° im Vakuum einer gut ziehenden 
Wasserstrahlpumpe wurde nach Analogie der diesbezüglichen 
analytischen Manipulation von Folin und Denis versucht'), 
Es läßt sich ein angenäherter Aufschluß über das freie Aceton 
gewinnen, dieses selbst sich aus dem Verlaufe der Colorimetrie 
ausschalten. Auf diesem Wege ließ sich zeigen, daß bei 
schwerem Diabetes mit 20,7 m Gesamtaceton in 100 ccm Blut, 
in dem der entsprechende Betrag aus 11,5 mg Acetessigsäure 
eingeschlossen war, der summarische Befund von 3,8 mg Krea- 
tinin sich auf 3,5 mg erniedrigte, einem Verluste von über 10°], 
der Färbeintensität aus der Pikrinsäurereduktion entsprechend. 

Diese erörterten Verhältnisse können hier zunächst nur 
als solche geschildert und prinzipiell dargestellt werden. In 
weiteren Mitteilungen zu diesem Gegenstande werden Inter- 
polationen nach der geschilderten Methodik vorgenommen 
werden. Jedenfalls ist ersichtlich, daß ein großer Teil der 
summarisch ermittelten Kreatininwerte einer Korrektur bedarf, 
die aus dem Vorkommen von Acetonkörpern — der Acetessig- 
säure und dem freien Aceton — hergeleitet werden muß. Die 
Frage der Grenzwerte bedarf demnach der Mitbeteiligung von 
Folgerungen aus diesem Anlasse. Die sehr geringe Löslichkeit 
des Kreatininkaliumpikrates, unterstützt durch die günstige 
Bildung und Handhabung des Niederschlages, ist von L. Bau- 
mann und Th. Ingwaldsen?) als unterstützendes Moment in 
die Technik der Analyse des freien und gesamten Kreatinins 
aufgenommen worden. Es ließ sich zeigen, daß Mengen von 
etwa 20,0 mg freiem Kreatinin in einem Volumen von 20,0 ccm 
Extrakten oder salzarmer Flüssigkeit der fast quantitativen 
Fällung als Doppelsalz zugänglich sind, und ferner, daß die 
analytische Weiterarbeit an diesem Zwischenprodukte günstige 
Verbindungen findet. 

Verfasser hatte Gelegenheit, Aderlaßblut aus einem Falle 
von komplizierter chronischer Nephritis zu untersuchen. Die 
Befunde für 100 cem lauteten: 

Gesamtaceton 8,0 mg. Acetessigsäure 3,0 mg. Freies 


1) O. Folin und W. Denis, l. c. Bei Mengen von etwa 2,0 mg 
Aceton in 5,0 ccm Flüssigkeit ist die Übertreibung in 15 Min. quantitativ. 

?) L. Baumann und Th. Ingwaldsen, Journ. of Biolog. 25, 195, 
1916. 
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Kreatinin, summarisch und direkt bestimmt, 17,0 mg. Kreatin 
22,2 mg. Es wurde Extrakt aus 120 cem Vollblut, das 16,0 mg 
Kreatinin enthielt, im Vakuum 30,0 ccm eingeengt (Bad von 
40°, Zeit 23 Min.) und nach Baumann unter Zusatz eines 
Quantums Kaliumpikrat bei 5° an einem Tage zur Kıystalli- 
sation gestellt, quantitativ gesammelt, wieder auf 100,0 cem in 
gesättigter Pikrinsäure gebracht. Der nunmehr ermittelte Krea- 
tiningehalt betrug 14,5 mg für 100 ccm Vollblut. Derselbe 
Versuch, mit der gleichen Menge reinen Kreatinins (16,0 mg 
in 20 cem Lösung) ausgeführt, ergab ein Defizit von 0,3g. Auch 
dieser Versuch scheint für die Annahme einer entscheidenden Mit- 
beteiligung der Acetonkörper und ev. weiterer Stoffe zu sprechen. 

Bei den vorstehenden Erörterungen wurde allgemein von 
Acetonkörpern gesprochen. f-Oxybuttersäure scheint in den 
fraglichen Reaktionszeiten und Konzentrationsmengen nicht von 
Einfluß auf Verlauf und Ergebnisse der Kreatininmethodik von 
Folin und Denis zu sein’). Milchsäure, Lactid, Dilactylsäure, 
Milchsäureester, Glykolsäure, Valerolacton reagieren ebensowenig 
wie Citronensäure und Weinsäure. Dagegen fand Folin Lä- 
vulinsäure der Reduktion in der Kälte fähig. Ebenso reagiert 
Brenztraubensäure, Acetol, Dioxyaceton, Glyoxal, Methylglyoxal, 
Oson. Hydrolytisch in Säure oder Alkali entstandene Spalt- 
linge oder Umlagerungen kommen stark in Frage beim Gange 
der Methoden. Ketosen reagieren leichter als Aldosen, was 
bereits für Fructose und Sorbinose zutrifft. Abgesehen davon, 
daß Unterschiede in den Reaktionsgeschwindigkeiten vorkommen, 
ist die Aufführung von Substanzen der 3- Kohlenstoffreihe darum 
nicht ohne weiteres Interesse, weil es sich um die nach heutigen 
Anschauungen vorausgesetzten Produkte des intermediären 
Kohlenhydratstoffwechsels handelt. Es muß sonach eine Brücke 
zwischen weiteren gewissen Interferenten der Reduktion von 
Pikrinsäure in alkalischer Lösung einerseits und den niedriger 





1) Ergebnisse von Marriott (l. c., 1913/14) lassen für die Norm 
die Annahme von Werten von 4,0 mg für 100 cem Blut zu. Im Koma 
kommen Anstiege vor, die den Beträgen von Acetessigsäure verwandt 
sind (25,0 mg, Marriott). Nach körperlichen (Marsch-) Anstrengungen 
fanden wir öfter solche zwischen 8,0 mg und 15,0 mg, vorher solche 
zwischen 2,0 und 5,0 mg für 100 ccm Blut. Größere Untersuchungsreihen 
finden sich bei R. Sassa, diese Zeitschr. 59, 362, 1914. 
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molekularen, evtl. energischer reduzierenden Kohlenhydraten 
aus dem Gebiete der Restreduktion und des Restkohlenstoffs 
geben!), besonders bei Pathochemien des Kohlenhydratabbaus. 

Die Frage des Kreatininspiegels im Blute unter patho- 
logischen Verhältnissen bedarf dringend der methodologischen 
Überprüfung, sei es durch Analysengänge auf gänzlich diffe- 
renten Voraussetzungen, sei es durch nähere Präzisierung des 
Umfanges der reduktiven Reaktion mit Pikrinsäure. 


Über diese im Flusse befindlichen methodenkritischen Unter- 
suchungen wie über weitere an Kranken gewonnene statistische 
Ergebnisse zur Frage des Vorkommens von Kreatinin und 
Kreatin im Blute wird ferner berichtet werden. 

Naturgemäß können Untersuchungen wie die in vorliegen- 
der Arbeit zusammengestellten und verwerteten wegen der 
großen Menge erforderlichen klinischen Materials nur unter 
fördernder Mitarbeit angebahnt und durchgeführt werden. Ver- 
fasser ist in diesem Sinne besonders den Herren Prof. Dr. Th, 
Rumpel, Direktor, Dr. H. Luce, Oberarzt, Dr. E. Trömner, 
Oberarzt, Dr. E. Querner, Sekundärarzt, Dr. A. V. Knack, Se- 
kundärärzt, Dr. D. Raßmann, Assistenzarzt, zu großem Danke 
verpflichtet, 

Schlußsätze. 

In der vorliegenden Arbeit wird über den Stand der Frage 
nach dem Vorkommen von Kreatinin und Kreatin im Blute 
berichtet. 

Untersuchungsreihen an Gesunden ergaben, daß Befunde 
von 2,0 mg Kreatinin in 100 cem Blut im allgemeinen die — 
gelegentlich um ein weniges überschrittene — obere Grenze 
der Normalwerte bilden. Es können ohne Einwände gegen 
die Stichhaltigkeit der Ergebnisse selten Werte bis zu 2,4 mg 
vorkommen. 

Der Kreatinspiegel im Blute Gesunder schwankt zwischen 
5,0 mg und 10,0 mg für 100 cem Blut. 

Es wird über den Aufbau des Gesamtreststickstoffs in 
Beziehung zu den Kreatinin- und Kreatinarten sowie über den 
Einfluß kreatinarmer Ernährung in längerer Frist berichtet. 





1) J. Feigl, diese Zeitschr. 77, 3/4, 189, 1916, und besonders W. 
Stepp, Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 213, 1916. 
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Beobachtungen an nierengesunden leichten Fällen lehren, 
daß ohne Beziehung zu methodischen oder klinischen Ein- 
wänden Befunde bis zu 2,5 mg Kreatinin in 100 ccm Blut vor- 
kommen können. 

Untersuchungsreihen an schweren pathologischen Zuständen 
lehren, daß die summarisch gehandhabte Methodik Werte über 
3,0 mg bis hinauf zu 4,0 mg Kreatinin bei Nicht-Brightikern zu 
liefern vermag. Ein Überblick im statistischen Sinne wird ver- 
mittelt durch Staffelung der Befunde und durch entsprechende 
Zuweisung der Einzelergebnisse in absoluter und prozentischer 
Anordnung. 

Im allgemeinen wird auch in schweren Fällen eine Grenze 
von 3,0 mg Kreatinin bei Nierengesunden selten überschritten. 

Für manche Erkrankungen werden Grenzzahlen des ge- 


samten Reststickstoffgebietes (Ges.-R.-N, Urn, Amino-N, Purin, 
Kreatinin, Kreatin, Ammoniak) zugleich mit typischen Ergeb- 
nissen aufgeführt, um die Beziehungen der Kreatininwerte zu 
erläutern. 

Ferner wird über Ergebnisse spezieller Versuche im Ge- 
biete der pathologischen Physiologie berichtet. 

Die Befunde der verschiedenen Untersuchungsreihen wer- 
den, soweit durchführbar, in Beziehung zu den Arbeiten von 
Folin und Denis, Myers und Fine, Myers und Lough 
gesetzt. An parallelen Punkten ergibt sich befriedigende Über- 
einstimmung. Verf. glaubt seinem großen Materiale Übergewicht 
einräumen zu können. 

Die Schlußfolgerungen von Rosenberg, soweit sie in der 
vorstehenden Arbeit zur Diskussion stehen, müssen abgelehnt 
werden, da seine Befunde zu Bedenken Anlaß geben. 

Es wird über Erfahrungen mit der Originalanalyse von 
Folin und Denis sowie mit deren möglichen Abwandlungen, 
über Durchführung der einzelnen methodischen Aufgaben, ins- 
besondere zur Frage der Stammsubstanz der Colorimetrie be- 
richtet. Größere Nachprüfungen erwiesen die Methoden von 
S. R. Benedict als die besten zur präparativen Darstellung 
von Kreatinin und Kreatin. 

Es wird an der Hand experimenteller Verhältnisse die 
Mitbeteiligung von Aceton und Acetessigsäure in den Ergeb- 
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nissen der Kreatininmethodik erwiesen, abgeschätzt und ana- 
lytisch charakterisiert unter Hinweis auf ein in Vorschlag ge- 
brachtes Differentialverfahren zur Bestimmung des wahren 
Kreatiningehaltes. Immerhin ist die uneingeschränkte Über- 
nahme der für die Verhältnisse des Harnes durchgearbeiteten 
Beziehungen (Morris und frühere Mitarbeiter) auf Blut und 
seröse Flüssigkeiten kaum möglich. Abgesehen davon, daß 
auch dort noch nicht das letzte Wort über Steigerung bzw. 
Förderung oder Herabsetzung bzw. Hemmung der Farbstoff- 
bildung oder Intensität gesprochen ist, kommen im Blute an- 
dere Faktoren zur Auswirkung. Die Diskussion mit Hilfe der 
Acetonkörper ist nicht abgeschlossen, überdies einseitig, da 
niedere Kohlenhydrate, Abbau- bzw. Umlagerungsformen höherer 
Glieder hier eine Rolle spielen können, wie die Tatsache der 
einschlägigen Reaktionsfähigkeit fraglicher Stoffe erweisen dürfte. 

Breitere und genauere Kenntnis der Werte von Kreatinin 
und Kreatin auch in schwierigen Fällen ist deshalb wichtig, 
weil beide Stoffe innerhalb des Umfanges von Enteiweißungen 
zur Ermittelung des gesamten Reststickstoffs, ferner bei der 
Analyse der Harnstofffraktion eine erhebliche, noch keinesfalls 
genügend geklärte Rolle spielen. 

Beiläufig wird ein qualitativ-analytisches Zuckerreagens 
mit den Vorzügen der Glycerinmischungen unter Zugrunde- 
legung von Lactat für verfeinerte Zwecke allgemein wie in 
Verbindung mit einer Methodik von Folin empfohlen. 


Weitere Untersuchungen über die Bildung stärke- 
ähnlicher Substanzen bei Schimmelpilzen. 


Von 
Friedrich Boas. 


(Aus dem botanischen Laboratorium der Kgl. Akademie Weihenstephan.) 
[Ausgeführt mit Unterstützung der Kgl. Bayer, Akademie der Wissen- 
schaften; Bruneckstiftung.] 


(Eingegangen am 8. Februar 1917.) 


Bereits in einer früheren Arbeit!) habe ich mitgeteilt, daß 
Aspergillus niger und andere Pilze aus Dextrose, Lävulose 
und Saccharose bei Gegenwart freier Säuren eine stärkeähnliche 
Substanz erzeugen. Es färbt sich daher die Nährlösung mit 
Jodjodkaliumlösung mehr oder weniger stark blau. Damit soll 
über den eventuellen Lösungszustand der stärkeähnlichen Sub- 
stanz nichts Näheres ausgesagt sein. Es färbt sich aber nicht 
nur die filtrierte und dann noch zentrifugierte Nährlösung, son- 
dern auch das Pilzmycel mit Jodlösung blau. Doch sollen die 
mikroskopischen Einzelheiten an anderer Stelle behandelt werden. 

Diese neue Mitteilung bringt nun weitere Einzelheiten 
über die Bildung stärkeähnlicher Substanzen aus Mannit und 
Glycerin einerseits und aus einer Anzahl organischer Säuren 
andererseits. Ferner sollen weitere Angaben über das Schicksal 
und die Menge der in Frage kommenden jodpositiven Substanz 
erfolgen. 

Bereits in meiner ersten Mitteilung nannte ich die jod- 
positive Substanz (Seite 309) nur stärkeähnlich und vermied 
damit im allgemeinen den bestimmteren Begriff Stärke, obwohl 
das chemische Verhalten die Berechtigung dazu gegeben hätte. 
Indessen ist in analytischer Hinsicht noch mancherlei zu er- 
gänzen, sodann hat die Stärke der grünen Pflanzen, auch wenn 


1) Fr. Boas, diese Zeitschr. 78, 308, 1916. 
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sie unabhängig vom Chlorophyll in Speicherorganen sich findet, 
stets eine bestimmte Form, so daß also immerhin eine formale 
Differenz speziell vom botanischen Standpunkte einstweilen noch 
besteht. Daher wollen wir den in Frage kommenden Körper 
nur als stärkeähnlich oder nach einem Vorschlage C. J. Lint- 
ners!) als lösliche Stärke bezeichnen. 

Mit der Tatsache, daß auch Glycerin und Mannit durch 
einige Schimmelpilze leicht in lösliche Stärke übergeführt wer- 
den, ist eine auffallende, gleichsinnige Beziehung zwischen Pil- 
zen und grünen (bzw. höheren) Pflanzen gefunden, denn bei 
grünen Pflanzen gehen Mannit und Glycerin in vielen Fällen 
leicht in echte Stärke unabhängig vom Licht über. Mit orga- 
nischen Säuren wurden bei höheren Pflanzen bis jetzt allerdings 
noch keine befriedigenden Erfolge erzielt, indessen beruht der 
Mißerfolg wohl nur auf der Methodik und der Wahl der Ver- 
suchspflanzen. [Vgl. Pfeffer, Pflanzenphysiol. II. Aufl., I. Bd., 
S. 3082.)] Die leichte Bildung jodpositiver, stärkeähnlicher Sub- 
stanzen bei Schimmelpilzen bleibt nach wie vor gleich auffallend 
und kann allgemeineres physiologisches Interesse beanspruchen. 

Der Versuchspilz war wie in der ersten Mitteilung Asper- 
gillus niger; die Temperatur betrug gewöhnlich 33°, entsprach 
also dem Optimum. Alle weiteren Angaben sind aus den Ta- 
bellen ersichtlich, wo in jedem einzelnen Falle die Zusammen- 
setzung der Nährlösung und die Art und Menge der aktivie- 
renden Menge angegeben ist. Wie in der ersten Mitteilung, 
so muß auch hier betont werden, daß die Bildung der „lös- 
lichen Pilzstärke“ nur bei Gegenwart freier Säuren 
und bei erhöhter Temperatur mit Sicherheit erfolgt. 


1. Versuche mit Glycerin und Mannit. 


Ich gehe nun dazu über, aus den zahlreichen Protokollen 
der Glycerin- und Mannitversuche einige Resultate hier wieder- 
zugeben. Das Zeichen 4- in den Versuchsübersichten bedeutet 
Blaufärbung der filtrierten Nährlösung mit wäßriger Lösung 
von Jodjodkalium. Eine besonders intensive Bläuung ist durch 








1) Nach freundlicher brieflicher Mitteilung, wofür auch an dieser 
Stelle Verfasser seinen Dank ausspricht. 
2) Siehe ferner: v. Lippmann, Chemie der Zuckerarten, 3. Aufl., 
S. 1762f. 
Biochemische Zeitschrift Band 81. 6 


82 F. Boas: 


-+-+ angezeigt. Aus den Übersichten ist auch zu erkennen, 
daß nach kürzerer oder längerer Dauer die lösliche Stärke 
wieder verschwindet, die Reaktion mit Jod ist dann negativ (—). 
Je nach der Säuremenge und nach der Kohlenstoffquelle er- 
geben sich hinsichtlich der Dauer und der Intensität der posi- 
tiven Jodreaktion der Nährlösung beträchtliche Unterschiede. 
Wie groß jedoch die Säuremenge unter sonst gleichartigen 
Bedingungen sein muß, um eine maximale Bläuung der Nähr- 
lösung zu erzielen, ist bis jetzt nur für einige Fälle bestimmt 
worden und kann daher noch nicht mitgeteilt werden. 


a) Glycerin. 

Nährlösung: ca. 5°/, Glycerin, 1°/, Asparagin nebst 0,3°/, 
Magnesiumsulfat und saurem Kaliumphosphat; Volumen der 
Lösung 20 ccm. Stimulierende zugesetzte freie Säure: Salz- 
säure, 1,25 n. Temperatur 33°. 

Beginn des Versuches: 16. XII. 16. Säuremenge auf 20 cem 
Nährlösung: 1 ccm 1,25 n-HCl. 

Reaktion der geimpften Nährlösung mit Jod am: 


17. + 
18. -+ 
19. + 
20. ++ 
23. + —- (Versuch abgebrochen). 
Wir sehen, daß die Jodreaktion rasch (innerhalb 20 bis 
24 Stunden) auftritt und allmählich bedeutend an Intensität 
gewinnt. Nach 7 Tagen ist noch keine Andeutung einer Ah- 
nahme zu erkennen. Ganz anders ist der Verlauf der Jod- 
reaktion bei geringerer Säuregabe. Intensität und Dauer der 
Jodreaktion nehmen mit geringerem Säuregrad bedeutend ab, 
wie folgender, gleichzeitig mit angestellter Versuch zeigt. 
Zugesetzte Säuremenge: 0,5 cem 1,25 n-HC1 (20 ccm Nähr- 
lösung). 
Reaktion der Nährlösung mit Jod am: 
17. 4 
18. — (Spur) 
19. — 
Es tritt hier zwar die positive Jodreaktion auch über 
Nacht auf, sie nimmt aber nach 24 Stunden bis auf Spuren 
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ab und ist am 3. Tage bereits verschwunden. Es ist in diesem 
Falle eine Säuremenge angewendet worden, die nahe dem wirk- 
samen Säureminimum liegt, während im ersten Versuch etwas 
mehr als das Säureoptimum angewendet worden sein dürfte. 

Es eignet sich als Aktivator der „Stärkebildung“ 
jede Mineralsäure. Das zeigen zahlreiche Versuche mit Sal- 
peter-, Schwefel- und Phosphorsäure. Die Stärkeund Schnellig- 
keit der Bildung der löslichen Stärke hängt von der 
Dissoziation der verwendeten Säure ab. Es wirken gleich 
die annähernd gleichstark dissoziierten Säuren: Salz-, Salpeter- 
und Bromwasserstoffsäure. Die beträchtlich geringer dissoziierte 
Schwefelsäure wirkt langsamer und schwächer, man muß 
schon relativ viel Säure zu der Nährlösung geben. Noch mehr 
trifft dies zu bei Anwendung von Phosphorsäure als Aktivator. 
Das ausschlaggebende Moment für die Bildung der 
jodpositiven Substanz (lösliche Stärke) durch Schim- 
melpilze ist demnach die Konzentration der Wasser- 
stoffionen der verwendeten Nährlösung. 


b) Mannit. 


Versuchsbedingungen wie oben. 7°/, Mannit als Kohlen- 
stoffquelle. Beginn des Versuches am 18. XII. 16. Aktivierende 
Säure: Salzsäure. 

Reaktion der Nährlösung mit Jod am: 

19. — 
20. + (Spur) 
22. + 
23. + 
24. + 
27. + (Spur) 
30. — 

Es tritt, wie dieser Versuch zeigt, nach dem 5. Tage eine 
Abnahme der jodpositiven Substanz ein, die langsam weiter- 
geht, bis nach 10 Tagen jede Spur einer positiven Jodreaktion 
ausbleibt. Mit der Abnahme der Jodreaktion treten statt der 
reinblauen Farbe rötliche Töne auf, die lebhaft an Dextrin- 
reaktion erinnern, doch da über die Art und Weise des 
Abbaues noch nichts Näheres bekannt ist, kann hierauf nicht 
weiter eingegangen werden. 

6* 
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Nach den vorliegenden Angaben und denen meiner ersten 
Mitteilung gehen durch die Lebenstätigkeit von Pilzen unter 
der Wirkung freier Säuren in stärkeähnliche Substanzen über: 
Dextrose, Lävulose, Saccharose, Glycerin und Mannit. Mit 
Galaktose, Maltose und Milchzucker wurden noch keine absolut 
sicheren Resultate erzielt. Doch ist nicht zu zweifeln, daß 
auch mit diesen Zuckern unter geeigneten Bedingungen ein 
positives Resultat erhalten wird. Zum mindesten ist das bei 
Galaktose und Maltose zu erwarten. Daß die Versuchs- 
bedingungen in jedem einzelnen Falle erst ausprobiert werden 
müssen, zeigt das Verhalten von Glycerin. Die Nährlösung 
Glycerin-Ammonnitrat ergab z. B. keine jodpositive Substanz, 
obwohl sie eine gute Kombination einer Nährlösung für Asper- 
gillus niger ist und obwohl die analogen Kombinationen: 
Zucker-Ammonnitrat stets eine starke jodpositive Reaktion 
nach Impfung mit Aspergillus ergaben. Die Kombination 
Glycerin - Asparagin - freie Säure dagegen lieferte stets schnell 
eine sichere Jodreaktion. 


2. Versuche mit organischen Säuren. 


Es sollen nun die Versuche mit einigen in Pflanzen weit- 
verbreiteten organischen Säuren behandelt werden. In diesen 
Versuchen war die Säure in freiem Zustand zugleich Kohlen- 
stoffquelle für den Pilz und Stimulans für die „Stärke- 
bildung“. Nach den bis jetzt hier durchgeführten Arbeiten 
geben Wein-, Citronen-, Apfel-, Bernstein- und Oxalsäure mehr 
oder minder leicht jodpositive Körper, die aber nach längerer 
oder kürzerer Zeit in der Nährlösung wieder verschwinden. 
Die Dauer der positiven Jodreaktion hängt von der Menge der 
freien Säure ab; mit steigender Säuregabe erhöht sich 
auch hier die Dauer und Intensität der positiven Jod- 
reaktion. Die Kulturbedingungen waren die gleichen wie bei 
den schon erwähnten Versuchen; Stickstoffquelle war Asparagin. 


a) Apfelsäure. 


Beginn des Versuches 2. I. 1917. 


Reaktion der Nährlösung 
mit Jod am: 


169715: 3. — 
4. — 
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Reaktion d. Nährlösung mit Jod am: 
+ (Spur) 


sà 


9N0/ . 
20 lo: 
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so p 
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30°/.: 


#= pa 


> or 


— 
10. + -+ (Versuch abgebrochen). 


b) Wein-, Citronen- und Oxalsäure. 


Die Ergebnisse der Versuche mit diesen drei Säuren sind 
in der folgenden Tabelle zusammengefaßt. 

Aus dieser Zusammenstellung ist ersichtlich, daß, soweit 
wenigstens Wein- und Citronensäure in Betracht kommen, mit 
steigender Säuremenge die „Stärkebildung“ an Intensität und 
Dauer gewinnt. So dauert die positive Jodreaktion der Nähr- 
lösung bei einer Weinsäuremenge von 

7,169, 

8,73 a 2 Tage, bei Gegenwart von 21,7°/, und mehr min- 
14,3 9, 

destens 6 Tage. Ganz ähnliche Verhältnisse erkennen wir bei 
Verwendung von Citronensäure, wo bei etwa 30°/, Citronensäure 
die Dauer der „Stärkereaktion“ mindestens 21 Tage beträgt. 

Von den bis jetzt geprüften organischen und in Pflanzen 
weitverbreiteten Säuren eignet sich Weinsäure weitaus am 
besten zur Bildung löslicher Stärke, es folgen dann in der 
Reihe der Eignung: Citronensäure, Apfel-, Bernstein- und Oxal- 
säure. Die in vielen Stoffwechselvorgängen so überaus häufige 
Oxalsäure eignet sich demnach bei Anwendung von Aspergillus 
niger, der allerdings als stärkster Oxalsäurebildner vielleicht 
für diese Säure kein vorteilhaftes Versuchsobjekt sein könnte, 
verhältnismäßig wenig. Daher müssen alle hier vorgebrachten 
Angaben stets mit dem Zusatze: „Bei Anwendung von Asper- 
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gillus niger“ versehen sein; andere Versuchspilze können ja 
ganz andere Ergebnisse liefern. 


Temperatur: 33°. Beginn des Versuches: 18. XII. 16. 
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Über die Mengen, in denen sich lösliche Stärke bildet, 
können noch keine exakten Angaben gemacht werden. In 
Nährlösungen wie Dextrose-Chlorammon oder Dextrose-Ammon- 
nitrat wurden auf colorimetrischem Wege 0,02 bis 0,08°/, ge- 
funden. Größere Mengen löslicher Stärke bilden sich nach den 
letzten Versuchen in Lösungen wie Dextrose-Weinsäure (12 bis 
25°/, Säure) oder Lävulose-Weinsäure. Diese Kombinationen 
geben die Möglichkeit, größere Mengen zu gewinnen, so daß 
die Wahrscheinlichkeit besteht, das nötige Material zu genauen 
analytischen Versuchen zu erhalten. 

Die Arbeit wird fortgesetzt. 


Über die Sensibilisierung der Ausflockung von Suspen- 
sionskolloiden durch capillaraktive Nichtelektrolyte. 


Von 
H. Freundlich und P. Rona. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des städt. Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 13. Februar 1917.) 
Mit 2 Figuren im Text. 


Daß Nichtelektrolyte die Beständigkeit von lyophoben 
Solen im Gegensatz zu den Elektrolyten nicht merklich beein- 
flussen, darf nach einer Reihe von Erfahrungen!) als sicher 
gelten. Man war daher geneigt zu glauben, daß sie überhaupt 
bei der Flockung von Solen nicht in Betracht zu ziehen sind. 
Aber schon die Untersuchung von Kruyt und van Duin?) 
lehrte, daß dies nicht zutraf: sie fanden eine ausgesprochene 
Beeinflussung der Koagulation von As,S,-Sol durch Elektrolyte 
in Gegenwart capillaraktiver Stoffe wie Amylalkohol, Phenol 
u. a.. obwohl diese für sich allein nicht koagulierend wirkten. 
Und zwar machten sie die merkwürdige Beobachtung, daß der 
Fällungswert von ein- und dreiwertigen Kationen durch die 
capillaraktiven Stoffe erniedrigt, die der zwei- und vierwertigen 
erhöht wurde. Die von ihnen gefundenen Wirkungen über- 
stiegen wohl weit ihre Fehlergrenzen, waren aber nicht gerade 
groß; sie beliefen sich auf etwa 10 bis 30°/, der ursprünglichen 
Fällungswerte.e Brossa und Freundlich?) hatten nun in- 


1) Literatur hierzu vgl. H. R. Kruyt und C. F. van Duin, Der 
Einfluß capillaraktiver Stoffe auf suspensoide Hydrosole. Kolloidchem. 
Beihefte 5, 269, 1914. 

2) 1. c. 

3) A. Brossa und H. Freundlich. Flockung und Peptisierung von 
Albuminsolen durch Suspensionskolloide in elektrolythaltigen Lösungen. 
Zeitschr. f. physikal. Chem. 89, 306, 1915. 
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zwischen die starke Sensibilisierung des Fe(OH),-Sols durch 
einen Fremdstoff beschrieben, d. h. die Erscheinung, daß der 
Fällungswert durch den Fremdstoff stark erniedrigt 
wird. Allerdings war in diesem Fall der Fremdstoff ein kolloid 
gelöster Stoff, nämlich Albumin. Aber es lag doch die Frage 
nahe: Können nicht auch wahrhaft gelöste Nichtelektrolyte sen- 
sibilisierend wirken? Findet man nicht etwa einfachere Ver- 
hältnisse, wenn man den Einfluß capillaraktiver Stoffe auf das 
positive Fe(OH),-Sol statt auf das negative As,S,-Sol untersucht ? 
Schon Kruyt und van Duin hatten einige Versuche an 
Fe(OH),-Sol ausgeführt und allgemein bei ein- wie mehrwertigen 
Anionen durch Phenol eine Erniedrigung der Fällungswerte 
— also eine Sensibilisierung — beobachtet, ohne aber die Verhält- 
nisse näher zu verfolgen. Es schien uns daher wichtig zu sein, 
diese Lücke möglichst bald auszufüllen. 


Experimenteller Teil. 


Die Versuche wurden folgendermaßen angestellt. Das 
Fe(OH),-Sol war käuflicher Liquor ferri oxydati dialysati, der 
durch mehrtägige Dialyse mit dem Sterndialysator vom größten 
Teil des Cl’-ions befreit worden war. Es enthielt 0,451 g Fe(OH), 
in 100 ccm. Zu 4,5 ccm des Sols wurden 50 ccm der Lösung des 
capillaraktiven Stoffs — in den Vergleichsversuchen Wasser — 
hinzugesetzt und von dieser Lösung je 5 cem mit 1 ccm der 
Elektrolytlösung bei Zimmertemperatur koaguliert. Die Angaben 
in den nachfolgenden Tabellen beziehen sich auf das Aussehen 
der Fällung nach 60 Minuten, wenn es nicht ausdrücklich an- 
ders angegeben ist. 

Es seien zunächst einige Reihen angeführt mit den stark 
capillaraktiven Stoffen Campher und Thymol und NaCl als 
Elektrolyten. Bei voller Sättigung enthält die Campherlösung 
etwa 11 Millimol Campher i. L., die Thymollösung 5,7 Millimol 
Thymol i. L.'). Wahrscheinlich waren unsere Konzentrationen 
jedoch geringer. Die Beobachtungszeit betrug in Tabelle I 
30 Minuten. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, haben wir eine sehr 
starke Sensibilisierung durch Campher bzw. Thymol. Nimmt 


I a) Siehe N. Ishizaka, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 75, 
194, 1914. 
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man als Fällungswert das Mittel aus den beiden Konzentra- 
tionen, von denen die größere das Sol bereits etwas trübt, die 
kleinere es noch völlig klar läßt, so ergibt sich für das Fe(OH),-Sol 
in reinem Wasser ein Wert von etwa 53 Millimol NaCl, für die 
Campherlösung dagegen ein Wert von bloß 27, für die Thymol- 
lösung von 20 Millimol NaCl. 


Tabelle I. 
Sensibilisierung durch Campher bzw. Thymo!. 
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Ganz besonders ist hervorzuheben, daß die campher- bzw. 
thymolhaltigen Fe(OH),-Sole nach monatelangem Stehen bei 
Zimmertemperatur unverändert klar blieben. 

Es wurden eine Reihe weiterer capillaraktiver Stoffe mit 
dem gleichen Erfolge untersucht. Tabelle II enthält die Sen- 
sibilisierung durch Amylalkohol, Tributyrin und Phenyl- 
thioharnstoff. 

















Tabelle II. 
Sensibilisierung durch Amylalkohol, bzw. Tributyrin, bzw. Phenylthio- 
harnstoff. 
| I 50 com ges. z | 50 cem 0,01 m 
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AOA ii + 4,5 cem lösung Woayrmiosang | stofflösung 


Millimol- | So] | + 4,5 cem 
| Fe(OH),-Sol + 4,5 cem Fe(OH),-Sol | + 4,5 com 


Liter Fe(OH),-Sol Fe(OH), 

















1 6,25 klar | klar klar | klar 

2 12,5 3; trüb » s; 

3 25 š 3 S trüb 

4 50 er | Flocken abges.| trüb | s 

5] 100 trüb |» „ | Flocken abges.| Flocken abges. 
6 200 » | ”> ” ' » ” n n 
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Die wässerigen Lösungen von Amylalkohol und Tributyrin 
waren so gut wie gesättigt, die Phenylthioharnstofflösung war 
0,01 molar!). Trotz dieser geringen Konzentrationen hat man 
eine beträchtliche Sensibilisierung. 


Tabelle III enthält eine Versuchsreihe mit Aceton. 


Tabelle III. 


Sensibilisierung durch Aceton. 








š N se Ka s“ u | 50 cem. Wasser 50 ccm Aceton(1-molare 
Du MillimollLiter | +4,5 cem | Lösung) +4,5 cem 
Wamol/ußer |  Fe(OH),-Sol Fe(OH),-Sol 











1 6,25 | klar klar 

2 12,5 | Ñ: £ 

3 25 » > 

4 50 Hauch trüb 

5 100 trüb Flocken abgesetzt 
6 200 ” ”> ”> 


In den Tabellen IV bis VIII findet man die Versuchs- 
reihen mit Urethanen. 


Tabelle IV. 
Sensibilisierung durch Methylurethan. 


























NaCl-Kon- 
zentration 6,25 | 12,5 25 50 | 100 200 
Millimol/Liter | = 
10° |klar | klar | klar klar | trüb trüb 
50 cem Was- 30’ » | ”> » » » > 
ser + 4,5 cem | 60’ k 3; e schwach j; Flocken 
Fe(OH),-Sol | trüb | abgesetzt 
120’ „ l ”> ” trüb | ” ” 
| 
50 cem In 10° | klar | klar | klar klar trüb trüb 
Methylure- 30’ 5 S UIN trüb | Flocken | Flocken 
thanlösung 60’ s „ Isehwach ñ Flocken Flocken 
+ 4,5 com trüb abgesetzt | abgesetzt 
Fe(OH),-Sol 120’ ” n » » ” ” 


1) Die Konzentrationsangabe bezieht sich auf die Konzentration vor 
der Verdünnung durch das Sol. 
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Tabelle V. 
Sensibilisierung durch Aethylurethan. 
NaCl-Kon- | 
zentration 6,25 | 12,5 25 50 100 200 
Millimol/Liter | 
10 trüb 
50 cem Was- 30° » 
ser +4,5 cem | 60 Ben 
Fe(OH).-Sol abgesetzt 
e(OH)-Sol | iog = 
50 ccm In 10 | klar | klar klar trüb trüb | trüb 
Äthylurethan-] 30 | „|, N et 
lösung 60’ 55 „ ‚schwach | j; | 57 Flocken 
+4,5 com trüb | | abgesetzt 
Fe(OH),-Sol | 120’ „|| trüb = | PERN P: 
Tabelle VI. 
Sensibilisierung durch Propylurethan. 
NaCl-Konzen- | gn Í TED 
tration 6,25 | 12,5 | 25 50 100 200 
Millimol/Liter | E | 
10 [klar | klar | klar | klar | trüb | trüb 
30 | , P. „ |Hauh | „ 5 
50 cem Was- | 60 ke ç: „ ‚schwach, Flocken Flocken 
ser + 4,5 cem trüb 
Fe(OH),-Sol | 120 | „ | „ [Hauch trüb Flocken Flocken 
| abgesetzt abgesetzt 
50 cem j!/,n- | 10 |klar | klar | klar klar trüb | trüb 
Propylure- 30’ 25 ji y trüb 3 ‚Flock. abges. 
thanlösung 60’ ji x A S Flocken Flocken 
+4,5 com | abgesetzt abges.!) 
Fe(OH),-Sol 120’ , ”> ” n” „ » s) 
Tabelle VII. 
Sensibilisierung durch Butylurethan. 
NaCl-Konzen- s [pz Pr. x 
tration 6,25 | 12,5 25 | 50 100 200 
Millimol/Lite , | | N MEIN 
10 | klar | klar | klar | klar | trüb trüb 
50 com 30’ E A > | Hauch | e s> 
Wasser 60’ AR We „ schwach Flocken Flocken 
+ 4,5 com | trüb 
Fe(OH),-Sol | 120’ s „ Hauch trüb |Flocken Flocken 
| | | abgesetzt abgesetzt 
50 ccm 0,1n- | 10 |klar | klar klar | klar trüb | trüb 
Butylure- 30’ Th soy yp BF Flocken |Flock. abges. 
thanlösung 60’ aa er; š: trüb | 5 Flocken 
+4,5 ccm abges.') 
Fe(OH),-Sol | 120’ 53 UI b. W _ 5; Flocken Flocken 
| abgesetzt; abges. ') 
l 


1) Die Flocken 











setzen sich sehr stark ab. 
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Tabelle VIII. 
Sensibilisierung durch Amylurethan. 













































NaCl-Konzen- 
tration 6,25 | 12,5 | 25 50 100 200 
Millimol/Liter 
klar trüb trüb 
Š Sn 30’ Hauch Pš 5 
seoor 60 >  |sehwach| Flocken Flocken 
+ 4,5 ccm trüb 
Fe(OH),-Sol | 120 Hauch| trüb |Fl.abges. |Flock. abges. 
50 ccm 10’ | klar | klar | klar klar trüb trüb 
ca. 0,05n- 30’ š 3; 35 # Flocken |Flock. abges. 
Amylure- 60’ > Š „ ‚schwach °! Flocken 
thanlösung trüb ‚abges. 1) 
+4,5 cem 120’ h P š trüb |Flock. ab-|Flocken 
Fe(OH),-Sol | abges.| abges. !) 








Aus diesen Tabellen geht deutlich hervor, daß die sensi- 
bilisierende Wirkung in der homologen Reihe in ausgesprochener 
und regelmäßiger Weise ansteigt, wie man es nach der Trau- 
beschen Regel für capillaraktive Stoffe erwarten müßte. Um 
sie schätzungsweise quantitativ zu vergleichen, wurde bei einigen 
Urethanen auch der Einfluß der Konzentration verfolgt. 


Tabelle IX. 


Sensibilisierung durch Äthylurethan in verschiedenen Konzentrationen. 








50 cem !/,n-| 50 cem !/,n-| 50 ccm !/,n- 
Urethan- | Urethan- Urethan- 
lösung lösung lösung 
+45öcem | +4,5 cem + 4,5 cm 
Fe(OH),-Sol | Fe(OH),-Sol 


NaCl- | 50cem | 50 ccm 1n- 
Konzen-| Wasser Urethan- 
tration +4,5 lösung 
Millimol-| Fe(OH),- | + 4,5 cem 
i ol Fe(OH),-Sol| Fe(OH),-Sol 





























1 klar klar klar klar klar 

2 ”> trüb » » » 

3 41 » ” » » „ 

4 66 schwach 2 trüb trüb trüb 
trüb ` 

5 106 trüb » „ ” » 

6| 166 ” ” ” » ” 


Wie man sieht, wirkt beim Äthylurethan eine 0,5 molare 
Lösung, beim Propylurethan eine 0,25 molare, nicht mehr sen- 
sibilisierend, während beim Butylurethan noch eine 0,1 molare 
deutlich wirksam ist. In erster Annäherung entspricht der 
Faktor, um den die Wirkung zunimmt, dem Faktor 2 bis 3, 


1) Die Flooken setzen sich sehr stark ab. 
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wie man ihn auch sonst bei der Veränderung einer Eigenschaft 
von homologen Stoffen nach der Traubeschen Regel beobachtet. 


Tabelle X. 


Sensibilisierung durch Propylurethan in verschiedenen Konzentrationen. 








NaCl- | 50cem |50 ccm !/,n-| 50 cem !/,n-| 50 ccm !/,n- | 50cem!/,gn- 
Konzen-| Wasser | Propylure- | Propylure- | Propylure- | Propylure- 
+4,5cem| thanlösung | thanlösung | thanlösung | thanlösung 
Fe(OH),-| +45cem | +4,5cem | +4,ö5ccm | +4,5 ccm 

Sol | Fe(OH),-Sol | Fe(OH),-Sol| Fe(OH),-Sol| Fe(OH),-Sol 












klar klar klar klar 
Hauch 5 ”> ” 
trüb ” » » 
A trüb trüb trüb 


Flock. abges. Flock.abges.|Flock. abges. trüb 


» ”> ”> » 























Tabelle XI. 

Sensibilisierung durch Butylurethan in verschiedenen Konzentrationen. 

50 cem 0,1 n-| 50 ccm 50 cem ee 

Butylure- 0,05n-Butyl- 0,025 n-Bu-| Bitylur. 

thanlösung | urethanlös. tylurethanl. aei 
E + 4,5 ccm 

+45cem | +4,5cem | +4,5 cem 
Fe(OHy),- 


Fe(OH),-Sol| Fe(OH),-Sol Fe(OB),-Sol ` Yo 




















klar klar klar klar 
Hauch s s: 5 
Flockung trüb trüb trüb 
Tabelle XII. 


Sensibilisierung durch Urethan mit NaF als Koagulator. 





FNa-Konzentration 50 ccm Wasser 50 cem Urethanlösung In 
Millimol-Liter +4,5 cem Fe(OH),-Sol| +4,5 ccm Fe(OH),-Sol 














1 klar klar 

2 » » 

3 ”> ” 

4 ”> » 

Š Hauch Hauch 
7 sehwach trüb Flocken 
8 trüb 


» 
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Es wurde das Verhalten einer Reihe weiterer Anionen ge- 
prüft und zwar von F’-, Br-, J- und NO,’-Ion. Bei den drei 
letzten ist die Sensibilisierung durch Urethan recht deutlich, 
beim F’-Ion dagegen kaum mehr erkennbar, wie aus den 
Tabellen XII bis XV hervorgeht. 


Tabelle XIII. 


Sensibilisierung durch Urethan mit NaBr als Koagulator. 






































NaBr-Konzen- | 50 com Wasser | 50 cem Urethanlösung In 
tration Millimol/Lit. | + 4,5 cem Fe(OH),-Sol | +4,5 cem Fe(HO),-Sol 
1 l « klar | klar 
2 26 A trüb 
3 41 35 | Flockung 
4 66 trüb | j 
5 106 Flockung | ° 
6 166 | A | 
Tabelle XIV. 
Sensibilisierung durch Urethan mit NaJ als Koagulator. 
; _JNa-Konzen- 50 ccm Wasser 50 ccm 1 n-Urethanlösung 
tration Millimol/Lit. + 4,5 ccm Fe(OH),-Sol | +4,5 cem Fe(OH),-Sol 
T š T `— s 
1 11 | klar klar 
2 26 g trüb 
3 41 # 5 
4 66 trüb , 
5 106 | w = 
6 166 Flocken ; 
Tabelle XV. 


Sensibilisierung durch Urethan mit NaNO, als Koagulator. 





F | NaNO,-Konzentra- 50 ccm Wasser 
tion Millimol/Liter | +4,5 cem Fe(OH),-Sol 





50 ccm In-Urethanlösung 
+4,5 com Fe(OH),-Sol 














1 11 klar | klar 

2 26 s; schwach trüb 
3 41 ” | i 

4 66 schwach trüb 5; 

5 106 | trüb | 4 

6 166 | a | 


Dies Verhalten der Anionen hängt wohl mit der von 
Brossa und Freundlich beobachteten Regel zusammen, daß 
die Sensibilisierung um so größer ist, je schwächer 
koagulierend das betreffende Ion wirkt, je größer also 
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sein Fällungswert ist. Bekanntlich steigt beim Fe(OH),-Sol 
der Fällungswert stark in der Folge 
O <Br <J. 

P’-Ion zeichnet sich durch einen Fällungswert aus, der im 
Einklang mit dieser Reihe erheblich kleiner ist als der des 
C/-Ions, etwa 1,86 Millimol gegen 53 Millimol beim Cl-Ion 1). 

Tabelle XVI. 


Sensibilisierung durch Urethane, Tributyrin, Campher, Thymol mit Na,SO, 
als Koagulator. 








50cem | SOc 50cem | 50cem | 50 cem 
Propylur- Butylure- | ge. wäss. | ges. wäss. | ges. wäss. 
ethanlös. har On Tributy- | Thymol- |Campher- 
lan +4 Boom rinlösung | lösung | lösung 
| Fe(OH) _ |+ 4,5 cem + 4,5 com | + 4,5 ccm 
Fe(OH),- | # | Fe(OH),- Fe(OH),- | Fe(OH),- 
Miss Sol Sol Šol ° 





klar klar klar | klar | klar 


| 
”> ” 39 | ” » 
” ” .. ’ .. 
trüb trüb trüb | trüb trüb 


» ”> ” | 





”> ”> ”> „ 


Tabelle XVII. 
Sensibilisierung durch Urethane, Tributyrin, Campher, Thymol mit 
Natriumeitrat als Koagulator. 











50cem | 50cem 
Natrium-| 50 oom Sosom Som. | ges. wäss. | ges. wäss. 
IT Wasser | Propylure-| Butylure- | Th ymol- | Campher- 
Konzen- thanl. t/,n thani. 0,1n y | p 














2 + 4,5 ccm lösung lösun, 
tration Fe(OH),- + 4,5 cem | +4,5 cem +45oom | + 45 es 
Millimol- Sol © | Fe(OH),- | Fe(OH),- | FeOH Fe(OH 
Liter ó Sol Sol | O 
ol Sol 
1 0,13 klar klar klar klar klar 
2 0,17 ”> ”> ”„ ” ”» 
3 0,21 n ”> ”> „ „ 
4 0,27 Hauch trüb 5 Hauch Hauch 
5 0,33 trüb 2 trüb trüb trüb 
6 0,61 » » ”> ,> ° ” 








1) Die stark koagulierende Wirkung des F’-Ions ist wohl so ent- 
sprechend seiner Stellung in der lyotropen Reihe zu deuten. Man könnte 
vielleicht versucht sein, zu denken, daß F’-Ion sich als zweiwertiges Ion 
gemäß einem vielleicht vorhandenen Gehalt an F,”-Ionen in der KF-Lösung 
verhält. Aber nach Pick (Nernst- Festschrift S. 360, 1912) ist die Kon- 
zentration solcher Ionen in Fluorsalzlösungen nur sehr gering. 
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Dieser Erfahrung am F’-Ion entspricht es, daß bei den stark 
koagulierend wirkenden mehrwertigen Anionen — untersucht 
wurden das Sulfat- und Zitration — keine erkennbare Sensi- 
bilisierung auftritt (siehe Tabelle XVI und XVII). 


Theoretischer Teil. 


Was die Erklärung der Erscheinung anbetrifft, so darf es 
als wahrscheinlich gelten, daß es auf die Adsorption der 
Nichtelektrolyte an den Kolloidteilchen ankommt. Es 
sind lauter capillaraktive Stoffe wirksam, und die Gültigkeit 
der Traubeschen Regel spricht im gleichen Sinne. Doch 
schien es erwünscht, auch unmittelbar die Adsorption eines der 
sensibilisierenden Stoffe durch Fe(OH),-Teilchen nachzuweisen. 

Es wurden daher einige Versuche in dieser Richtung an- 
gestellt und zwar mit dem bequem zu analysierenden Phenyl- 
thioharnstoff wie auch mit Campher und Thymol. Beim Phenyl- 
thioharnstoff wurden in vier Versuchen 25 ccm Fe(OH),-Sol 
mit 30 ccm einer 0,0037, bzw. 0,005, bzw. 0,01, bzw. 0,0166 
molaren Lösung von Phenylthioharnstoff versetzt und mit 3 cem 
gesättigter NaNO,-Lösung koaguliert; in der abfiltrierten klaren 
Flüssigkeit wurde der Gehalt an Phenylthioharnstoff nach dem 
Rothmundschen Verfahren!) bestimmt. In den Vergleichs- 
versuchen verwendete man statt der Phenylthioharnstofflösung 
30 ccm Wasser. Bei den Versuchen mit Campher mischte man 
5 ccm einer gesättigten wäßrigen Campherlösung mit 35 cem 
Fe(OH),-Sol bzw. mit Wasser, koagulierte mit 1 cem NaSO,-Lösung 
und bestimmte im klaren Filtrat die Konzentration an Campher 
mit Hilfe der Oberflächenspannungserniedrigung auf Grund der 
Tropfmethode (Stalagmometer.. Ebenso verfuhr man beim 
Thymol. 

Es konnte in keinem Falle eine Änderung der Kon- 
zentration des capillaraktiven Stoffs durch Adsorption an den 
Fe(OH),-Teilchen nachgewiesen werden. Wir möchten trotz- 
dem nicht daran zweifeln, daß ein Teil des Nichtelektrolyten 
durch die Teilchen adsorbiert worden ist. Daß der Nach- 
weis nicht gelang, kann verschiedene Ursachen haben. Einmal 


1) Zeitschr. f. physikal. Chemie 33, 401 (1900). 
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kann die adsorbierte Menge zu klein sein!); oder es könnte 
zweitens der Nichtelektrolyt durch den koagulierenden Elek- 
trolyten von der Grenzfläche verdrängt worden sein; oder 
schließlich, es ist ein Adsorptionsrückgang eingetreten, d. h. bei 
dem Zusammenballen und Vergröbern der Fe(OH),-Teilchen ist 
der ursprünglich an der Grenzfläche adsorbiert gewesene Nicht- 
elektrolyt wieder in die Flüssigkeit hineingedrängt worden. Die 
letzte Erklärung ist nicht so unwahrscheinlich, weil bei dem 
Fe(OH),-Sol bereits C. L. Wagner?) einen Adsorptionsrückgang 
glaubte berücksichtigen zu müssen. Wir nehmen also im fol- 
genden vorerst an, daß beim Vermischen des Sols mit der 
Lösung des Nichtelektrolyten ein Teil des letzteren an den 
Kolloidteilchen adsorbiert ist. 

Nun fragt sich weiter: wie vermag der adsorbierte capil- 
laraktive Stoff überhaupt die Koagulation durch Elektrolyte 
zu beeinflussen? Zwei Möglichkeiten treten einem da zunächst 
entgegen. Einmal kann man daran denken, daß der Nicht- 
elektrolyt den Elektrolyten von der Grenzfläche verdrängt. Da 
es bei der Koagulation jedenfalls auf die spaltende Adsorption 
des Elektrolyten ankommt?), so wäre unter diesen Umständen 
eine Beeinflussung denkbar. Allerdings steht es noch dahin, 
ob überhaupt ein adsorbierter Nichtelektrolyt einen adsorbier- 
ten Elektrolyten verdrängen kann. Michaelis und Lachs‘) 
haben dies auf Grund ihrer Versuche weitgehend verneint, 
wenn sie auch unverkennbar bei der Adsorption von KCI durch 
Kohle eine Verdrängung bei der gleichzeitigen Adsorption von 
Amylalkohol beobachtet haben. Da Kruyt und van Duin 
bei der Beeinflussung der Adsorption von KCl an Kohle durch 
Phenol eine deutliche Verdrängung gefunden haben, so halten 


1) In der Tat ist der Gehalt des Sols und damit die Menge des 
bei den Adsorptionsversuchen angewandten Fe(OH), zu klein, um eine 
genügend große Adsorption hervorzurufen. Es werden weitere Versuche 
mit einem viel konzentrierteren Sol angestellt, das uns zur Zeit nicht 
zur Verfügung stand. 

2) Wien. Monatsschr. f. Chem. 34, 95, 1913. 

3) Es wird hier wie im Folgenden die Theorie als richtig voraus- 
gesetzt, daß es bei der Koagulation auf die Adsorption des Elektrolyten 
bzw. des einen wirksamen Ions ankommt, das die entgegengesetzte La- 
dung trägt wie die Kolloidteilchen. 

+) Zeitschr. f. Elektrochemie 17, 1 u. 917, 1911. 
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sie es für zweifelhaft, ob wirklich die von Michaelis und Lachs 
vermutete UnbeeinfluBbarkeit der Adsorption von Elektrolyten 
durch Nichtelektrolyte vorhanden ist. Aber davon ganz un- 
abhängig, könnte eine solche Verdrängung die Sensibilisierung 
nicht erklären. Denn die Verdrängung durch den Nichtelek- 
trolyten würde ja die adsorbierte Menge Elektrolyt, bzw. die 
Menge des adsorbierten wirksamen Ions herabsetzen. Da nun 
eine bestimmte Menge des letzteren an der Grenzfläche vor- 
handen sein muß, damit die Kolloidteilchen entladen werden 
und dadurch koagulieren, so ist bei Gegenwart des capillar- 
aktiven Stofis eine größere Konzentration des Elektrolyten in 
der Lösung nötig. um die bestimmte Menge adsorbierten Ions 
an der Grenzfläche zu gewährleisten, als bei Abwesenheit des 
genannten Stoffes. Infolge der Verdrängung hätte man 
also keine Sensibilisierung, sondern eine Beeinträch- 
tigung der Koagulation; der Fällungswert würde bei 
Gegenwart des capillaraktiven Stoffes nicht kleiner, 
sondern größer werden. 

Wohl aber kann ein zweiter Umstand die Sensibilisierung 
sehr gut hervorrufen. Schon Wo. Ostwald!) macht darauf 
aufmerksam, daß auch Nichtelektrolyte die Beständigkeit von 
lyophoben Solen beeinflussen müßten, weil sie ja die Dielek- 
trizitätskonstante des Dispersionsmittels verändern und 
diese für die Ladung der Kolloidteilchen maßgebend ist. Diese 
Veränderung der Dielektrizitätskonstanten (abgekürzt D. E.) 
ist es, die nach unserer Meinung die Sensibilisierung verur- 
sacht. Betrachten wir, was in erster Annäherung zulässig ist, 
die elektrische Doppelschicht an einem Kolloidteilchen als Kon- 
densator, so gilt für diesen die Gleichung 
_4nöe 
= 
hier ist e die Potentialdifferenz der Doppelschicht, e die Ladung 
auf die Flächeneinheit, ö der Abstand der beiden Belegungen 
voneinander, D die D. E. des Mediums zwischen den beiden 
Belegungen. Für die Ladung e hat man also 
e. D 
4zó ` 





€ 





e = 


1) Grundriß d. Kolloidehem., 1. Aufl. 1909, 441. 
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Tritt keine Verdrängung ein, so kann man e als konstant 
annehmen; ebenso zunächst ó. Dann ist die Ladung um so 
größer, je größer die D.E. ist. 

Die geringe Veränderung der D.E. des Wassers durch die 
Auflösung so kleiner Mengen capillaraktiver Stoffe könnte nun 
kaum die Ladung der Kolloidteilchen beeinflussen. Aber es 
ist zu bedenken, daß nach unserer Auffassung der capillar- 
aktive Stoff an der Grenzfläche adsorbiert ist, und daher das 
Medium zwischen den Belegen der Doppelschicht sehr wohl zu 
einem sehr beträchtlichen Teil aus ihm bestehen kann; die D. E. 
dieses Mediums kann daher stark verändert sein. Da alle in 
Frage kommenden capillaraktiven organischen Stoffe eine sehr 
viel kleinere D.E. als Wasser haben (etwa 5 bis 20 gegen 81), 
so muß durch ihre Adsorption die Ladung der Kolloidteilchen 
merklich herabgesetzt werden. Die verkleinerte Ladung muß aber 
weiter die Sensibilisierung zur Folge haben. Denn je kleiner die 
Ladung, um so kleiner auch die adsorbierte Menge des maß- 
gebenden, entgegengesetzt geladenen Ions, das die Teilchen so 
weit entlädt, daß die rasche Koagulation eintritt; um so kleiner 
auch die dazu gehörige Konzentration des Elektrolyten in der 
Lösung, und somit um so kleiner auch der Fällungswert. Die 
Veränderung der Dielektrizitätskonstanten an der 
Oberfläche der Kolloidteilchen durch die Adsorption 
der capillaraktiven Stoffe führt also notwendig zu 
einer Sensibilisierung. 

Diese Betrachtung führt aber noch zu einer weiteren Fol- 
gerung: die durch den capillaraktiven Stoff verringerte 
Ladung muß sich auch in einer Verkleinerung der ka- 
taphoretischen Wanderungsgeschwindigkeit der Kol- 
loidteilchen geltend machen. Denn für diese gilt die 
Gleichung 
_òeH 

ale 

Hier ist w die kataphoretische Wanderungsgeschwindigkeit, 
H das äußere Potentialgefälle und y der Koeffizient der Zähig- 
keit. Um dies zu prüfen, wurde die kataphoretische Wande- 
rungsgeschwindigkeit von Fe(OH),-Solen gemessen, und zwar 
sowohl die von reinen Solen wie von solchen, die capillarak- 


tive Stoffe enthielten. Es diente hierzu die bekannte,Einrich- 
7* 


u 
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tung von Burton, bei der man makroskopisch die Bewegung 
der Trennungsfläche Sol reines Wasser in einem mit einer 
Teilung versehenen U-Rohr verfolgt. Für rein wäßrige Sole 
ergab sich in mehreren, gut übereinstimmenden Versuchen ein 


Volt 
u = 0,000040 eM für von . Dagegen war für ein Sol aus gleichen 
sec cm 
Teilen des ursprünglichen Fe(OH),-Sols und des mit Campher 
gesättigten Wassers u — 0.000020, also um 50°/, kleiner. 


War in dem Sol bei sonst gleichem Mischungsverhältnie 
Thymol enthalten, so betrug das u= 0,000030. Bei einem 
Sol aus gleichen Teilen des ursprünglichen Fe(OH),-Sols und 
einer 0,01 normalen Phenylthioharnstofflösung erhielt man ein 
u = 0,000040. 

Bei den beiden besonders stark sensibilisierenden Stoffen 
Campher und Thymol ist also auch eine deutliche Verkleinerung 
der kataphoretischen Wanderungsgeschwindigkeit. Man könnte 
Anstoß daran nehmen, daß diese Verkleinerung beim Phenyl- 
thioharnstoff nicht sicher festzustellen ist, obwohl dieser Stoff 
doch nach Tabelle II stark sensibilisierend wirkt. Aber nach 
der Theorie der Koagulation ist dies durchaus verständlich. 
Die Messung der kataphoretischen Wanderungsgesch windigkeit 
nach dem von uns benutzten Verfahren ist wenig genau. Unter- 
schiede von 10 bis 20°/, können der Beobachtung entgehen. 
Ein Unterschied von 10 bis 20°/, in der adsorbierten Menge, 
die einer proportionalen Verkleinerung des w entsprechen würde, 
könnte sich aber infolge der Form der Adsorptionsisotherme 
in der Konzentration der Lösung und damit in der Sensi- 
bilisierung erheblich bemerkbar machen. Man erkennt aus 
Kurve 1 in Fig. 1 — Adsorptionsisotherme des adsorbierten 
wirksamen Ions mit der adsorbierten Menge a als Ordinate, 
der Konzentration c in der Lösung als Absceisse —, daß einer 
geringen Verkleinerung der adsorbierten Menge a von a bis a, 
und damit einer geringen eea des w. eine beträcht- 
liche Verkleinerung des c von c bis c’, also eine starke Sensi- 
bilisierung, zugehört. 

Ebenso steht durchaus im Einklang mit der Theorie, daß 
die Sensibilisierung bei stark adsorbierbaren und mehrwertigen 
Ionen so klein wird. Gehört Kurve 1 in Fig. 1 einem schwach 
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adsorbierbaren Ion an, Kurve 2 einem stark adsorbierbaren Ion 
gleicher Wertigkeit, so sieht man ohne weiteres: einer Abnahme 
der adsorbierten Menge von a auf a’ entspricht in Kurve 1 die 
starke Abnahme von c auf í, in Kurve 2 dagegen die weit 
geringere Abnahme von c, auf c” Ganz entsprechend steht 
es bei mehrwertigen Ionen. Wir vergleichen etwa ein zwei- 
wertiges mit einem einwertigen. Vielfach deckt sich, in Molen 


2 








ausgedrückt, die Adsorptionsisotherme des zweiwertigen Ions 
mit- der des einwertigen, oder seine Adsorption ist noch stärker 
als die des einwertigen, läßt sich also eher durch Kurve 2 in 
Fig. 1 wiedergeben. Da nun beim Fällungswert äquivalente 
Mengen der wirksamen Ionen maßgebend sind, so entspricht 











Fig. 2. 


der adsorbierten Menge a des einwertigen Ions eine adsorbierte 
Menge s des zweiwertigen. Sinkt nun a auf a’, so hat man 
eine beträchtliche Sensibilisierung, nämlich ein Sinken der Kon- 
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, 
š ; a a 
zentration von c auf Z. Sinkt dagegen 5 auf ruk hat man 


die viel geringere Sensibilisierung gemäß dem Sinken von c, 
auf c”. (Fig. 2.) 

Es ist kaum zweckmäßig, jetzt schon einen Versuch zu 
machen, den Grad der Sensibilisierung mit der Konzentration 
in Beziehung zu setzen, da erstere eine zu wenig eindeutig 
gegebene Größe ist. 

Weniger einfach ist es, die Erfahrungen von Kruyt 
und van Duin mit den unseren in Einklang zu bringen. 
Nach der hier entwickelten Theorie sollte die Adsorption 
capillaraktiver Stoffe stets unabhängig von der Natur und 
Ladung der Kolloidteilchen eine Sensibilisierung bedingen. Kruyt 
und van Duin fanden aber, wie oben erwähnt, beim As,S,-Sol 
nur bei einigen Elektrolyten eine geringe Sensibilisierung, bei 
andern umgekehrt eine Beeinträchtigung der Koagulation. Die 
wahrscheinlichste Erklärung dürfte die sein, daß man eben doch 
nicht allgemein die Verdrängung des Elektrolyten durch den 
capillaraktiven Stoff vernachlässigen kann. Diese führt, wie 
oben ausgeführt, stets zu einer Beeinträchtigung der Koa- 
gulation. Bei der Wechselwirkung beider Einflüsse könnte 
also sehr wohl die Verdrängung die Sensibilisierung auf- 
heben, ja überwiegen. Hier bedürfte es noch eingehender 
Versuche. 

Daß die genannten Forscher keine Veränderung der kata- 
phoretischen Wanderungsgeschwindigkeit durch capillaraktive 
Stoffe fanden, obwohl sie danach suchten, ist nicht verwunder- 
lich. Die von ihnen beobachteten Wirkungen der capillaraktiven 
Stoffe auf die Koagulation sind nach dem, was oben (S. 102) 
bemerkt wurde, viel zu klein, um sich im « erkennen zu lassen. 
Es sei aber darauf hingewiesen, daß schon Grumbach!) bei 
der Untersuchung von Strömungsströmen in Glascapillaren mit 
Elektrolytlösungen eine Beeinflussung durch capillaraktive 
Nichtelektrolyte beobachtet hat. Sie liegt in dem von uns 
gefundenen Sinn einer Verringerung der Ladung. Auch Grum- 
bach erklärt die Erscheinung auf Grund einer Adsorption des 
capillaraktiven Stoffes an der Grenzfläche. 


1) Ann. d. chim. et d. phys. 24, 433, 1911. 
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Schließlich könnte man noch fragen, ob man nicht auch 
die von Brossa und Freundlich untersuchte Sensibilisierung 
von Fe(OH),-Solen durch Albuminsole auf die hier betrachtete 
Sensibilisierung durch capillaraktive Stoffe zurückführen soll. 
Die Erscheinungen sind sehr ähnlich: man hat die Sensibili- 
sierung und die Verringerung der kataphoretischen Wanderungs- 
geschwindigkeit durch das Albumin; hier auch quantitativ meß- 
bar die Aufnahme desselben durch die Fe(OH),-Teilchen, wenn 
sie auch nicht glatt umkehrbar ist, wie es die regelmäßige 
Adsorption fordert. Die Erscheinung wurde von den genannten 
Forschern insofern anders gedeutet, als sie nicht die dielek- 
trische Wirkung des Albumins berücksichtigten, sondern viel- 
mehr eine unmittelbare Entladung der positiven Fe(OH),-Teilchen 
durch die negativen Albuminteilchen annahmen. Vorerst er- 
scheint es nicht leicht, Versuche anzugeben, die eine Ent- 
scheidung zugunsten der einen oder anderen Auffassung 
bringen könnten. 

Die endgültige quantitative theoretische Erklärung der 
Sensibilisierung durch capillaraktive Nichtelektrolyte ist also 
noch unvollkommen!). Unverkennbar ist aber ihre Wichtigkeit 
für die Deutung gewisser biologischer Vorgänge. So sind wohl 
auf diese Sensibilisierung die mehrfach beschriebenen, zunächst 
kaum verständlichen Fälle zurückzuführen, daß Nichtelek- 
trolytein kleinen Konzentrationen in Zellen oder Zell- 
flüssigkeiten eine Koagulation hervorrufen. Da ja in 
den Zellen stets Elektrolyte vorhanden sind, so ist immer mit 
der Möglichkeit zu rechnen, daß eingeführte Nichtelektrolyte 
sensibilisierend wirken und daß die anwesende Elektrolytkon- 
zentration dann genügt, die Koagulation irgendwelcher Zell- 
kolloide herbeizuführen. Beispiele dieser Art sind wahrscheinlich 
die von Warburg und Wiesel?) beschriebenen Wirkungen der 
Stoffe homologer Reihen auf Lebensvorgänge. Mischten diese 
Forscher Hefepreßsaft mit Stoffen der Urethan-, der Alkohol-, 


1) Es wäre noch besonders zu untersuchen und zu erörtern, ob es 
wirklich nur darauf ankommt, daß der sensibilisierende Stoff statische 
Eigenschaften, also die Ladung der Kolloidteilchen und damit die ad- 
sorbierte Menge, verändert, oder ob er nicht auch unmittelbar die 
Koagulationsgeschwindigkeit beeinflußt. 

92) Arch. f. d. ges. Physiol. 144, 465, 1912, 
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der Nitril- und der Ketonreihe, so fanden sie, daß diese die 
Fähigkeit besitzen, Niederschläge zu erzeugen. Diese Fähigkeit 
wächst in ganz ausgesprochener Weise beim Aufsteigen in der 
homologen Reihe, und zwar sind die Unterschiede in der 
„fällenden Kraft“ der verschiedenen Stoffe von der gleichen 
Größenordnung wie die Unterschiede in der Wirkung auf lebende 
Zellen. „Die absoluten Werte der niederschlagbildenden Kon- 
zentrationen liegen nicht sehr weit über denen, die zur Hemmung 
der Oxydationsvorgänge in lebenden Zellen nötig sind, sondern 
fallen teilweise mit diesen zusammen. Wir stoßen also hier 
auf eine sichtbare Veränderung in dem flüssigen Inhalt des 
Zellleibs unter dem Einfluß chemisch indifferenter Substanzen; 
eine Veränderung, deren Zusammenhang mit chemischen Reak- 
tionsbeeinflussungen jedenfalls sehr anschaulich sein dürfte.“ 

Ein anderer hierhergehöriger Befund stammt von Bat- 
telli und Stern!). Sie beobachteten eine fällende Wirkung 
narkotisch wirksamer Alkohole und Ketone auf Lösungen von 
Nucleoproteiden. Sie verglichen diese mit der Wirkung der 
betreffenden Stoffe auf fermentative Oxydationen und konnten 
ebenfalls einen Parallelismus feststellen. Auf Grund dieser 
Ergebnisse erörtert Höber?) die Möglichkeit, daß die Narkose 
„einer Ausschaltung der enzymatischen Prozesse, einer Schwächung 
des Zellmechanismus und zwar durch Dispersionsverringerung 
an den kolloiden Enzymen gleichzusetzen wäre.“ Unsere 
Versuche würden zu der Auffassung führen, daß die narkoti- 
schen Stoffe nicht die unmittelbar fällenden sind; sie 
erhöhen nur die Fällungswirkung der bereits vorhan- 
denen, aber nicht in genügender Konzentration vor- 
handenen Elektrolyte, indem sie die kolloid gelösten 
Stoffe sensibilisieren. 

Auch die Agglutination dürfte man vielleicht in die 
Gruppe dieser Sensibilisierungserscheinungen ziehen können: das 
Agglutinin ist der capillaraktive Stoff, der die Bakteriensuspension 
gegen Elcktrolyte empfindlicher macht?). Ob das Agglutinin 


1) Diese Zeitschr. 52, 226 u. 253, 1913. Vgl. auch Meyerhof, Arch. 
f. d. ges. Physiol. 157, 251, 1914. 

1) Vgl. Physikal. Chem. der Zelle u. d. Gewebe, 4. Aufl., S. 460. 

3) Vgl. hierzu die Arbeiten von Bechhold, Biltz, Neisser und 
Friedemann, Landsteiner u. a. Über diesen Punkt sind weitere 
Untersuchungen im Gange. 
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auch ein Kolloid ist und die Verhältnisse demgemäß eher der 
Einwirkung des Albumins auf das Fe(OH),-Sol entsprechen, oder 
ob es wahrhaft gelöst ist und mehr in dem hier besprochenen 
Sinne wirkt, steht dahin. Auch die spezifische Wirkung des 
Agglutinins bedarf einer besonderen Erklärung. 

Übrigens ist es durchaus zu erwarten, daß, wenn es bei 
biologischen Vorgängen zu Koagulationen kommt, diese nicht 
dadurch bedingt sind, daß unmittelbar die Konzentration der 
vorhandenen Elektrolyte erhöht wird, oder daß ein stärker 
koagulierender Elektrolyt neu auftritt, sondern daß es sich dann 
eher um Sensibilisierungen handelt. Denn für das Neuauftreten 
von Elektrolyten sind die Voraussetzungen im Organismus nicht 
sonderlich günstig, wenn man von örtlichen Änderungen der 
H’- und OH’-Ionkonzentration absieht, die zweifellos für das 
Zustandekommen von Koagulationen von großer Bedeutung 
sind. Wohl aber kann leicht im Stoffwechsel ein capillarak- 
tiver Stoff gebildet werden, der schon in kleiner Menge aus- 
reicht, bei der von vornherein vorhandenen Elektrolytkonzen- 
tration durch Sensibilisierung die Koagulation der Kolloide zu 
veranlassen. 


Zusammenfassung. 


1. Capillaraktive Stoffe wie Amylalkohol, die Urethane, 
Phenylthioharnstoff, Campher, Thymol u. a. sensibilisieren 
die Koagulation des Eisenhydroxydsols durch Elektrolyte, d.h. 
sie erniedrigen den Fällungswert der Elektrolyte. 

2. Die Sensibilisierung ist nur bei den schwachkoagulie- 
renden, einwertigen Anionen wie Cl’-, Br’-, J’-, NO,’-ion deutlich; 
sie ist nicht mehr sicher nachweisbar bei den stark koagulierenden 
Anionen wie F’-, SO,”-, Citration. 

3. In der homologen Reihe der Urethane ist ein Ansteigen 
der sensibilisierenden Wirkung beim Aufsteigen in der Reihe 
gemäß der Traubeschen Regel gut erkennbar. 

4. Stark capillaraktive Stoffe wie Campher und Thymol 
erniedrigen auch die kataphoretische Wanderungsgeschwindig- 
keit der Teilchen des Fe(OH),-Sols. 

5. Die Sensibilisierung erklärt sich demnach wahrscheinlich 
folgendermaßen: die capillaraktiven Stoffe sind an der Grenz- 
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fläche der Fe(OH),-Teilchen adsorbiert und verringern infolge 
ihrer, mit Wasser verglichen, viel kleineren Dielektrizitäts- 
konstanten die Ladung der Teilchen; infolgedessen ist weiter 
die bei der Koagulation notwendige Menge des entgegengesetzt 
geladenen Ions kleiner und deshalb auch der Fällungswert. 

6. Voraussichtlich spielt die Sensibilisierung bei vielen 
biologischen Vorgängen eine wichtige Rolle, z. B. bei den mehr- 
fach beschriebenen Fällungen im Zellsaft und in Lösungen von 
Nucleoproteiden durch narkotische Stoffe wie Alkohole, Ketone 
u. a. m., ferner bei der Agglutination u. a. m. 


Berichtigung. 
In der Arbeit „Untersuchungen über den Einfluß mechanischer und 
chemischer Einwirkungen . . .“ von C. Brahm, R. v. d. Heide, Marie 


Steuber und N. Zuntz in Band 79 lies: 
Seite 392 Zeile 10 von oben bewirkte statt bewirkten, 
» 392 „ 6 „ unten in statt an, 
„ 394 Tabelle, Zeile 4 von oben Kleber statt Keber, 
„ 395 Zeile 15 von unten cal statt Cal, 
„ 410 11 oben 1,88 statt 1,51 und 4,55 statt 3,66, 


” n 

ñ 5 „ unten 2,69 statt 2,40, 

ER, 2 „505 „ 2,50, 

n 3 , n js statt '/10, 
„44 „ 10 n „ 63,23 statt 63,69, 
n 40 „ 12 , oben 63,23 statt 65,97. 


Studien über die proteolytisehen Enzyme der Hefe und 
ihre Beziehung zu der Autolyse. 


Von 


K. G. Dernby. 


(Aus dem Nobel-Institut für physikalische Chemie zu Experimental- 
fältet, Schweden.) 


(Eingegangen am 8. Dezember 1916.) 


Mit 25 Figuren im Text. 


I. 


Einige allgemeine Gesichtspunkte über den 
Eiweißstoffwechsel der Hefe. 


Pasteur war der erste, der auf die große Bedeutung der 
Eiweißstoffe für das Leben der Hefe hingewiesen hat. Er 
zeigte, daß die Hefe imstande sei, Eiweiß aus Ammonium- 
salzen, Zucker und anorganischen Nährsalzen zu synthetisieren. 
Durch die Arbeiten Ehrlichs!) ist es dann wahrscheinlich ge- 
macht worden, daß die Hefe die Aminosäuren nicht als Bau- 
steine der Eiweißmoleküle gebraucht, sondern sie zuerst in Al- 
kohole und freies Ammoniak spalten dürfte; letzteres wird 
dann zur Eiweißsynthese verwendet. Doch hat man anderer- 
seits gefunden, daß Hefe sich nicht von anorganischen Stick- 
stoffquellen allein ernähren kann; so z. B. haben Wildiers?) und 
Kossowiez?) bestimmt gezeigt, daß die Hefe für ihre Entwick- 
lung auch organischer Nährsubstrate, wie Peptone und andere 
Eiweißabbauprodukte, bedarf. Aus dieser Tatsache hat Wil- 
diers die sogenannte „Bios“theorie aufgestellt, die eine ge- 
wisse Rolle in der Gärungschemie gespielt hat. Er meinte 
nämlich, daß zum Leben der Hefe eine organische Substanz 
unbekannter Art notwendig sei, und diese nannte er „Bios“. 
Mir scheint, als könne die Sache viel einfacher erklärt 


1) Ehrlich, diese Zeitschr. 2, 52, 1907. 

®) Wildiers, La cellule 18, 313, 1901. 

3) Kossowicz, Zeitschr. Landw. Vers. Österreichs 6, 1903. 
Biochemische Zeitschrift Band 81. 8 
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werden: Während der Gärung sind wohl in der Hefe die ver- 
schiedenen proteolytischen Enzyme und Desamidasen unab- 
hängig von den Substraten in dem Medium vorhanden. Sind 
die Stickstoffquellen darin allein anorganische Salze, so werden 
die Enzyme außer Funktion gesetzt, daher treten Störungen in 
den Assimilationsvorgängen ein, welche die Zellvermehrung ver- 
hindern. Es wäre also nur eine Art „Hunger“erscheinung. 

Die alkoholische Gärung der Aminosäuren wird von einer 
besonderen Art Enzyme, Desamidasen, bewirkt. Es scheint, 
als wären diese Enzyme sehr eng mit dem lebenden Proto- 
plasma verbunden. Es ist nicht gelungen, sie in Hefen- 
extrakten oder Preßsaft nachzuweisen. 

Ein wichtiges Ergebnis der Arbeiten Ehrlichs ist, daß die 
Stickstoffaufnahme der Hefe gleichzeitig mit der Gärtätigkeit 
verläuft. Dies zwingt zu dem Schluß, daß eine enge Beziehung 
zwischen Gärung und Eiweißstoffwechsel besteht. Ein Versuch, 
den ich vor einigen Jahren auf Vorschlag von Prof. v. Euler!) 
ausführte, bestätigte dies auch; die Stickstoffaufnahme ging 
nur in den ersten Stunden vor sich und hörte ganz auf, wenn 
die Hauptgärung zu Ende war. 

Für biochemische Reaktionen ım allgemeinen ist der Ein- 
fluß der Wasserstoff- und Hydroxylionen von größter Bedeu- 
tung. Lüers?) hat gezeigt, daß bei der Gärung das Medium, 
das anfänglich neutral reagiert, immer saurer wird, und die 
Wasserstoffionenkonzentration strebt dem Endwert [H'] — 10°? 
zu. Neuerdings hat Hägglund?) die Einwirkung von Wasser- 
stoffionen auf die Gärung untersucht. In diesem Zusammen- 
hang muß ich auf die neue Arbeit von Neuberg und Fär- 
beri) hinweisen, wo gezeigt wird, daß die zellfrei alkoholische 
Gärung auch in alkalischer Lösung vor sich gehen kann. Zu- 
sammenfassend kann gesagt werden, daß die Gärwirkung (Pro- 
duktion von Kohlensäure) der lebenden Hefe in schwach sau- 
rer Lösung am größten istr Die Alkoholgärung und Zellver- 
mehrung scheint aber von der Wasserstoflionenkonzentration 

1) Euler und Dernby, Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 408, 1914. 

2) Lüers, Zeitschr. f. d. ges. Brauw. 87, 1914. 

3) Hägglund, Hefe und Gärung in ihrer Abhängigkeit von Wasser- 
stoff- und Hydroxylionen. Stuttgart 1914. 

1) Neuberg und Färber, diese Zeitschr. 78, 238, 1916. 
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weniger abhängig zu sein, als die Wirkungen der speziellen 
Enzyme. Es ist leicht verständlich, daß in dem durch eine 
Zellmembran abgeschlossenen Raum der Hefezelle eine ganz 
andere Wasserstoffionenkonzentration als in dem Medium sein 
kann. 

Im Gegensatz zu dem normalen Eiweißstoffwechsel der 
lebenden Hefe, der Autoproteolyse, ist die Autolyse oder 
Selbstverdauung eine Erscheinung, die erst nach dem Abtöten 
der Zelle eintritt. Bei der Autolyse sind nur die spaltenden 
Enzyme wirksam, die synthetisierenden scheinen ganz zerstört 
zu sein. Oder wenn die Enzyme reversibel wirken können, 
scheint die synthetisierende Fähigkeit ganz verschwunden zu 
sein. Man muß sich wohl notwendig vorstellen, daß die 
proteolytischen Enzyme nicht erst nach dem Tode auftreten, 
sondern daß es dieselben sind, die schon im lebenden Or- 
ganismus wirken und am normalen Stoffwechsel teilnehmen. 

Buchner und Hahn!) haben die Meinung ausgesprochen, 
daß in der Hefe „Antiproteasen“ vorhanden seien, die das 
Eiweiß gegen Zerstörung durch die proteolytischen Enzyme 
schützen. Dies ist wohl doch eher eine Hypothese als eine 
endgültig bewiesene Tatsache. 

Mit unseren heutigen biochemischen Kenntnissen und 
Hilfsmitteln ist es nicht möglich, die eiweißsynthetisierenden 
enzymatischen Vorgänge klarzulegen; ich erinnere nur daran, 
daß es trotz eifriger Bemühungen noch nicht gelungen ist, eine 
einwandfreie enzymatische Peptid- oder Eiweißsynthese durch- 
zuführen. Die vorliegende Untersuchung ist ganz auf die 
eiweißspaltenden Vorgänge beschränkt, und da wir noch nichts 
von dem Bau der Enzyme wissen und infolgedessen nicht zu 
einer rationellen Reindarstellung gelangen können, habe ich 
mich im folgenden nur mit den Wirkungen, nicht mit dem 
Wesen der proteolytischen Enzyme beschäftigt. Ich habe unter- 
sucht, welche proteolytischen Enzyme im Hefepreßsaft vor- 
handen sind, und diese mit den Verdauungsenzymen, Pepsin, 
Trypsin und Erepsin, des tierischen Organismus verglichen. 
Ferner habe ich untersucht, in welcher Beziehung die einzelnen 
Enzyme zu der Autolyse stehen. 

x 1) Buchner und Hahn, diese Zeitschr. 19, 191, 1909 und 26, 
171, 1910. 
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Wenn ich im folgenden z. B. von der „Hefenereptase“ 
spreche, meine ich damit kein einfaches Enzym, sondern eine 
Gruppe von Enzymen, die ähnlich wirken. Daß es so ist, mürsen 
wir wohl nach den Arbeiten Abderhaldens'!) annehmen. 

Nach den Arbeiten Sörensens?) und Michaelis’”®) ist es 
festgestellt, daß die Dissoziationstheorie Arrhenius’ auch für 
die Enzyme gültig ist, denn sie verhalten sich als amphotere 
Elektrolyte. Bei der Behandlung vorliegender Aufgabe bin 
ch von diesem Standpunkt ausgegangen. 


lI. 
Die Autolyse der Hefe. 
A. Kritik der früheren Arbeiten auf diesem Gebiet. 


Es ist eine schon lange bekannte Tatsache, daß mit 
Chloroform oder einem anderen Antisepticum übergossene Hefe 
sich selbst überlassen in einiger Zeit verflüssigt wird. Schützen- 
berger!) untersuchte das Auswaschwasser aufgeweichter Hefe 
und fand darin typische Produkte der Hydrolyse von Eiweiß- 
körpern, nämlich teils Aminosäuren, teils Purinbasen, welche 
letztere, wie Kossel’) nachwies, aus den Nucleinen der Hefe 
entstanden waren. Salkowski°®), der Hefe mit Chloro- 
formwasser digerierte, war der erste, der die Bildung von 
Aminosäuren auf einen enzymatischen Prozeß zurückführte. 
Einen großen Fortschritt in der Kenntnis der Eiweiß- 
verdauung der Hefe bezeichnet die Arbeit von Hahn und 
Geret’),, die in dem Buchner-Hahnschen Hefepreßsaft 
ein proteolytisches Enzym, dem sie den Namen „Hefen- 
endotryptase“ gaben, nachwiesen. Denn sie meinten, daß 
dieses Enzym dem Trypsin des Pankreas am meisten ähnelte. 
Es besaß nämlich die Fähigkeit, Carbolgelatine, Fibrinflocken, 
Eieralbumin und andere Eiweißkörper zu verdauen, die 


1) Abderhalden, Abwehrfermente, 4. Aufl. Berlin 1914. 

2) Sörensen, Enzymstudien II. Diese Zeitschr. 21, 1909. 

3) Michaelis, Die Wasserstoflionenkonzentration. Berlin 1914. 
t) Schützenberger, Die Gärungserscheinungen. 1876, S. 108. 
5) Kossel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 8, 284, 1880. 

9 Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 13, 506, 1889. 

7) Buchner-Hahn, Die Zymasegärung. München 1903. 
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sämtlich gerade zu Aminosäuren gespalten wurden. Hahn 
nahm ebenfalls an, daß die Autolyse der Hefe ein Werk dieses 
Enzyms sei. 

Dieses Enzym wirkte aber im Gegensatz zu dem in alka- 
lischer Lösung wirksamen Trypsin, nur bei schwach saurer 
Reaktion der Flüssigkeit, bei alkalischer und sogar neutraler 
Reaktion war es ganz inaktiv. Als optimalen Säuregehalt gab 
er 0,2 n Salzsäure an. Er meinte, in diesem Enzym einen ganz 
neuen Typus von Verdauungsenzymen gefunden zu haben. 
„Das proteolytische Enzym der Hefe“, sagt Hahn, „stellt einen 
neuen Typu! der Verdauungsenzyme insofern dar, als es be- 
züglich der nötigen Reaktion (Optimalkonzentration der Wasser- 
stoffionen) den peptischen, in bezug auf die Verdauungsprodukte 
den tryptischen Enzymen entspricht, in seinem Verhalten gegen 
die Peptone aber mit keinem der bekannten Enzyme überein- 
stimmt.“ Und weiter: „Für diese Enzyme, die intracellulär 
zu wirken bestimmt sind, möchten wir den Namen Endoenzyme 
vorschlagen und im besonderen das proteolytische Enzym der 
Hefe als Hefenendotryptase bezeichnen.“ 

Seit der Arbeit von Hahn sind viele Untersuchungen über 
die Autolyse der Hefe ausgeführt worden, und ich führe hier 
einige Namen der Autoren an, welche die wichtigsten Arbeiten 
gemacht haben: Effro ntt), Palladin °), L.Iwanoff?), N. Iwa- 
noff*), Vandevelde’), Navassart®), Gromow und Grigo- 
rieff?) Zaleski und Schataloff®), Kostytsehew und Bril- 
liant’) und Cook 19). 

Als ein allgemeines Urteil über diese Arbeiten läßt sich 
sagen, daß sie kaum über die Hahnsche Arbeit hinausgehen. 


1) Effront, Bull. soc. chim., Paris, 33, 1905. 

2) Palladin, diese Zeitschr. 44, 318, 1912. 

3) L. Iwanoff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 464, 1904. 

4) N. Iwanoff, diese Zeitschr. 63, 359, 1914. 

5, Vandevelde, diese Zeitschr. 40, 1, 1913. 

% Navassart, Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 189 und 72, 151, 1911. 

° Gromow und Grigorieff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 299, 1904. 

®) Zaleski und Schataloff, diese Zeitschr. 55, 63, 1913 und 69, 
294, 1915. 

9 Kostytschew und Brilliant, Zeitschr. f. physiol. Chem. 91, 
372, 1914. 

10) Cook, Journ. Amer. Chem. Soc. 36, 1551, 1914. 


112 K. G. Dernby: 


Bezüglich der „Endotryptase“ teilen sie den Standpunkt von 
Hahn. In dem folgenden werde ich auf einige dieser Arbeiten 
näher eingehen. 

Die Frage nach den Abbauprodukten, die sich bei den 
proteolytischen Vorgängen der Hefe bilden, ist Gegenstand 
einer großen Zahl von Arbeiten gewesen. Durch die ein- 
gehenden Untersuchungen von Salkowski (l.c.), Hahn +), Kut- 
scher‘), Wróblewski), Ehrlich und Wendel‘), Prings- 
heim’) und anderen kennen wir die Bausteine des Hefen- 
eiweißes sehr gut. Diese Frage liegt aber abseits des Ziels 
dieser Arbeit, und ich habe mich damit nicht näher beschäftigt. 

Ein weiterer Fortschritt in unserer Kenntnis von den 
proteolytischen Enzymen der Hefe verdankt man dem englischen 
Botaniker Vines). Seine Arbeiten sind jedoch leider nur wenig 
beobachtet worden. Er ist der erste, der klar ausgesprochen 
hat, daß die „Hefenendotryptase“ nicht, wie Hahn meinte, 
ein einheitliches Enzym sein kann, sondern aus zwei Enzymen, 
die verschieden wirken, bestehen muß. In Übersetzung lautet 
seine Schlußfolgerung: „Die zwei Verdauungsprozesse, nämlich 
die Auflösung von Fibrinflocken und die Spaltung von Witte- 
Pepton, werden nicht von derselben Protease bewirkt. Viel- 
mehr zeigen die Resultate dieser Arbeit das Vorhandensein 
von zwei verschiedenen Proteasen an; die eine, im Wasser 
leicht lösliche. wirkt nur peptolytisch (Ereptase), die andere, 
in Wasser weniger, aber in 2°, NaCl-Lösung leichtlösliche, 
wirkt nur peptonisierend [Peptase’)].“ 

Als Versuchsmethoden brauchte er für das peptonisierende 
Enzym die Auflösung von Fibrinflocken, für das peptidspal- 
tende die Bildung von Tryptophan aus Witte-Pepton. Mit 


1) Hahn und Geret, 1. c. 

2 Kutscher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 32, 59, 1901. 

3) Wróblewski, Journ. f. prakt. Chem. 64, 33, 1901. 

t) Ehrlich und Wendel, diese Zeitschr. S, 399, 1908. 

° Pringsheim, Wochenschr. f. Brauer. 30, 399. 

», Vines, Annal. of Bot. 18, 289, 1904 und 23, 1, 1909. 

7) Dieser Name ist unglücklich gewählt, denn mit „Peptase“ meint 
man jetzt, nach der allgemein angenommenen Nomenklatur, ein Enzym, 
das Polypeptide spaltet (siehe Oppenheimer, Die Fermente, 1910). 
Um jede Verwechselung zu vermeiden, sehe ich es als das Zweckmäßigste 
an, dieses Enzym Hefe-Pepsin zu nennen. 
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unseren heutigen Ansprüchen auf Genauigkeit können die sehr 
interessanten Ergebnisse dieses Botanikers doch nur als quali- 
tativ angesehen werden. Dessen ungeachtet bedeutet seine Ar- 
beit einen entschiedenen Fortschritt. 

Die Literatur betreffend die Hefenautolyse ist wie ge- 
sagt sehr groß. Gewöhnlich hat man hemmende oder för- 
dernde Einflüsse von verschiedenen anorganischen und orga- 
nischen Stoffen untersucht. Das größte Interesse hat die Beein- 
flussung der Autolyse durch Säuren und Basen, d.h. durch Wasser- 
stoff- und Hydroxylionen, gehabt. Auf diesem Gebiet herrscht 
aber gerade die größte Verwirrung. Die Angaben verschiedener 
Verfasser widersprechen sich sehr oft; so z. B. haben einige +) 
in den primären Phosphaten „Aktivatoren“ gefunden, andere 
sind zu einem entgegengesetzten Resultat gekommen 2). 

Diese große Verwirrung kann mit einigen Worten er- 
klärt werden: In keinem Falle hat man meines Wissens die 
Wasserstoflionenkonzentration in den Versuchsflüssigkeiten er- 
mittelt, sondern nur die Acidität bzw. Alkalinität in Prozenten 
oder die Normalität der zugesetzten Säuren bzw. Basen an- 
gegeben. Die wahre Acidität wird durch die Konzentration der 
Wasserstoffionen bestimmt. In einer Lösung. wo amphotere 
Elektrolyte. wie Eiweißstoffe, Aminosäuren u. dgl. vorhanden 
sind. kann man nicht, wenn man nur die zugesetzte Menge 
Säure kennt, die Wasserstoffionenkonzentration vorhersagen. 
Dies ist ja bei der Autolyse und im Hefepreßsaft der 
Fall. Wenn man z. B. etwas Natriumhydroxyd zu bereits 
saurem Hefepreßsait zusetzt, so ist es durchaus nicht sicher, 
daß die Flüssigkeit alkalisch wird. Daraus erklärt es sich, 
warum bei zwei verschiedenen Forschern der eine Natrium- 
hydroxyd ohne Wirkung fand und ein anderer es als ein „Gift“ 
in bezug auf die Autolyse bezeichnet. In einigen Fällen hat 
man wohl in diesem Sinne sich die Angelegenheit schon vor- 
gestellt, aber durch die Schwierigkeiten, die sich hierbei boten, 
abgeschreckt, hat man ganz einfach erklärt, daß die Wasser- 
stoffionenkonzentration eine nur nebensächliche Bedeutung für 
die Autolysevorgänge habe. Hier führe ich ein paar Beispiele 


1) L. Iwanoff, l. c. 
2) Zaleski und Schataloff, 1. c. 
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an. Kostytschew und Brilliant sagen z. B.1): „In Gegen- 
wart von Eiweiß und beträchtlichen Mengen von Aminosäuren 
ist es überhaupt nicht immer leicht zu beurteilen, ob und 
inwieweit die tatsächliche Wasserstoffionenkonzentration ver- 
ändert wird. Wie gesagt, scheint jedoch dieser Umstand 
keine wichtige Rolle zu spielen.“ Zaleski und Scha- 
taloff?) sind derselben Ansicht: „Unsere Versuche zeigen, daß 
zwischen der Acidität und der Proteolysenenergie kein Zusammen- 
hang besteht. Obwohl die Konzentration der Wasserstoffionen 
in unseren Versuchen unbekannt ist, und das Medium ein sehr 
kompliziertes Gemisch darstellt.*) Dennoch finden wir keinen 
Zusammenhang zwischen der Konzentration der Wasserstoffionen 
und der Arbeit der proteolytischen Fermente.“ 

Diese sehr bestimmten Urteile sind ausgesprochen, ohne 
daß man irgendeine Bestimmung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration in den Versuchsflüssigkeiten ausgeführt hat. Diese hier 
zitierten Arbeiten sind dabei die wichtigsten auf diesem Gebiet 
und beleuchten die bisherige Auffassung von dem Zusammen- 
hang zwischen Wasserstoffionenkonzentration und den proteo- 
lytischen Vorgängen der Hefe. 

Andererseits wissen wir, daß die Wirkungen der einzelnen 
Enzyme im höchsten Grad von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration abhängen, und ich habe schon in der Einleitung die 
hervorragenden Arbeiten von Sörensen und von Michaelis 
erwähnt. Durch den Zusammenhang zwischen Wasserstoffionen- 
konzentration und der Enzymtätigkeit, ebenso durch elektrische 
Überführungsmessungen, hat ja der letztere für eine große 
Zahl von Enzymen zeigen können, daß diese sich in der Tat 
wie amphotere Elektrolyte verhalten. 

A priori scheint es mir, im Gegensatz zu den oben be- 
sprochenen Autoren, als ob bei der Hefenautolyse, bei der 
wahrscheinlich mehrere verschiedene proteolytische Enzyme 
teilnehmen, die Wasserstoflionenkonzentration die größte Be- 
deutung für den Autolysevorgang haben müßte. In der Tat 
sind auch die oben erwähnten widersprechenden Angaben der 
verschiedenen Forscher ein indirekter Beweis hierfür. 





1) Kostytschew und Brilliant, l. e. S. 384. 
2) Zaleski und Schataloff, diese Zeitschr. 69, 298, 1915. 
3) Der Satz ist fehlerhaft, aber die Meinung ist doch verständlich. 
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Die Kritik, die ich gegen die früheren Arbeiten über die 
Hefenautolyse richte, kann in folgende zwei Punkte zusammen- 
gefaBt werden: 

Man hat nicht nachgeíorscht, welche proteolyti- 
sehen Enzyme in der Hefe vorhanden sind und in 
welcher Beziehung diese zu der Autolyse stehen. 

Man hat nicht den Zusammenhang zwischen Was- 
serstoffionenkonzentration und Autolysevorgang fest- 
gestellt. 

Bei diesen Arbeiten hat man nicht mit einfachen, sondern 
mit, Komplexen von Enzymwirkungen, und zwar bei veršnder- 
lichen und unbekannten Wasserstoffionenkonzentrationen, ge- 
arbeitet. Es ist daher klar, daß die Ergebnisse, insbesondere 
über die „aktivierenden* oder „paralysierenden“ Einflüsse, na- 
mentlich von Säuren oder Alkalien, nahezu wertlos sind. 

Auch Vines hat den Einfluß von Basen und Säuren auf 
die Wirkungen der von ihm gefundenen beiden Enzyme der 
Hefe untersucht. Er gibt das Resultat in folgenden Worten an: 
„Peptonisierung und Peptonspaltung werden in derselben Weise, 
aber nicht in demselben Grade von Säuren und Alkalien be- 
einflußt“, d. h. größere Mengen sowohl von Säuren als von 
Alkalien hemmen die Wirkungen der proteolytischen Enzyme. 
Doch hat er diese wichtige Frage nicht näher untersucht. 
Ebenso ist er nicht imstande gewesen, die Beziehung zwischen 
seinen beiden Enzymen und der Autolyse der Hefe ins rechte 
Licht zu setzen. 

Es scheint, als ob man sich die Autolyse von Organen 
oder Organismen im allgemeinen als einen außerordentlich ver- 
wickelten Prozeß, der fast unmöglich zu entwirren sei, vor- 
gestellt hat. Diese Auffassung kommt z. B. zum Ausdruck in 
Oppenheimer, „Die Fermente“ (S. 243, Leipzig 1909). 

„So haben wir bei diesen Autolysen in nuce eine Re- 
kapitulation fast aller bekannten Fermentprozesse“, und weiter: 
„Und doch erscheint es noch nicht an der Zeit, diesen Komplex 
ganz zu entwirren und alle seine Einzelheiten in eine Be- 
sprechung der einzelnen Enzyme aufzulösen.“ 

In der vorliegenden Arbeit habe ich untersucht, welche 
proteolytischen Enzyme im Hefepreßsaft nachzuweisen sind. 
Ich habe den Einfluß von Wasserstoff- und ebenso von ver- 
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schiedenen Salzionen auf die Wirkungen der einzelnen Enzyme 
und endlich den Zusammenhang zwischen diesen Enzymen und 
der Autolyse der Hefe studiert. 


B. Die Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration 
für die Autolyse der Hefe. 


Im vorigen Abschnitt habe ich gezeigt, daß man schon lange 
gefunden hat, daß die Wasserstoff- und Hydroxylionen einen ganz 
besonderen Einfluß auf die Autolyse der Hefe haben. Man 
hat dies im allgemeinen so erklärt, daß verschiedene Basen 
und Säuren spezifisch wirken. Meines Wissens hat man in 
keinem Falle die wirkliche Wasserstoffionenkönzentration er- 
mittelt. Daher habe ich hier den Autolysenvorgang bei ver- 
schiedenen Wasserstoflionenkonzentrationen untersucht. 

Als Material wurde gut gewaschene, abgepreßte Hefe von 
der hiesigen St. Erik-Brauerei angewendet. Die Versuchs- 
bedingungen waren die folgenden: In Erlenmeyerkolben von 
0.51 wurden je 50 g Hefe eingewogen, mit 10 cem Chloroform 
übergossen und bei Zimmertemperatur bis zum nächsten Tag 
sich selbst überlassen. Die Hefe war dann vollständig plas- 
molysiert und verflüssig. Dann wurde sämtlichen Kolben 
40 cem ®/,-Salzsäure, darauf so viel "/,-Natronlauge, wie in 
Tabelle I zu sehen ist, zugesetzt, bis die gewünschte Wasser- 
stoffionenkonzentration erreicht wurde, und mit destilliertem 
Wasser auf das Gesamtvolumen 0,51 aufgefüllt. Die Chlor- 
ionenkonzentration war also überall konstant. Die Kolben wur- 
den kräftig geschüttelt und in einen Wasserthermostat mit kon- 
stant gehaltener Temperatur von 37° eingesenkt. Die Kolben 
waren mit Bleigewichten versehen, um immer vollständig ein- 
gesenkt zu verbleiben. 

In dieser dickflüssigen und trüben, Eiweiß, Ammoniak 
und Kohlensäure enthaltenden Flüssigkeit ist es nicht leicht, die 
Wasserstoflionenkonzentration genau zu ermitteln. Die elektro- 
metrische Methode ist in diesem Falle wenig geeignet und 
würde keine sicheren Werte geben, und bei der colorimetrischen 
‚muß man den „Eiweißfehler“ der in Frage kommenden Indi- 
catoren berücksichtigen.. Dennoch habe ich in diesem Falle 
die letztere Methode gebraucht. Wie unten gezeigt wird, kommt 
es hier weniger auf absolute Genauigkeit an, als auf eine 
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Orientierung, in welchem Bereich der Wasserstoffionenkonzen- 
tration die Autolyse verläuft. Die Versuchsmethodik war die 
in Sörensens „Enzymstudien II“ angegebene; in Kapitel III 
dieser Arbeit, Abschnitt A, habe ich auch diese näher be- 
sprochen. 

Es ist zu erwarten, daß bei der Spaltung von Hefeneiweiß 
zu Aminosäuren die Wasserstoffionenkonzentration sich ver- 
ändert. Daher wäre es vorteilhaft, sogenannte „Puffer“ zu- 
zusetzen, um die Wasserstoffionenkonzentration konstant zu 
halten. Weder Phosphat- noch Acetatgemische allein waren 
indessen für alle hier in Frage kommenden Wasserstoffionen- 
konzentrationen hinreichend. Es ist darum sicherer, ohne Puffer 
als mit verschiedenen Gemischen zu arbeiten. Es ist jedoch 
` notwendig, festzustellen, in welcher Weise die Wasserstoffionen- 
konzentration sich verändert. 

Als Maß für das Fortschreiten der Verdauung habe ich 
die Hydrolyse von Peptidbindungen (—CO.NH—) gewählt, d.h. 
die Menge neugebildeten Aminostickstoffs durch die Formol- 
titrationsmethode von Sörensen ermittelt. Aber es ist fraglich, 
ob dieses als ein exaktes Maß des Fortschritts der Autolyse 
anzusehen ist. Wäre die Hahnsche Auffassung von der „Endo- 
tryptase“ als ein einziges Enzym von dem oben besprochenen 
sehr speziellen Charakter richtig, so wäre sie ja einwandfrei; 
aber ist die Vinessche Meinung, daß es zwei verschiedene 
Enzyme sind, richtig, so ist ohne weiteres ersichtlich, daß die 
Formoltitrationsmethode direkt die Wirkung der Ereptase und 
nur indirekt die Wirkung des Pepsins angibt. In jedem Falle 
ist jedoch die Zunahme des formoltitrierbaren Stickstoffs als 
willkürliches Maß der Verdauung aber das exakteste,. worüber 
wir im Augenblick verfügen. In einer früheren Arbeit!) haben 
Euler und ich schon gezeigt, daß unter den dort gewählten 
Versuchsbedingungen die ganze Menge des in Lösung gegangenen 
Stickstoffs nahezu formoltitrierbar, d. h. in Form von Amino- 
stickstoff vorhanden, war. 

Nach den iin den Tabellen angegebenen Zeiten wurden die 
Kolben kräftig geschüttelt, so daß eine gleichförmige Suspen- 
sion entstand, darauf 50 ccm entnommen und in ein sieden- 


` 


1) Euler und Dernby, l. c. 
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des Wasserbad gesenkt, um die Enzyme zu zerstóren, und zu- 
letzt filtriert. Vom Filtrat wurden 25 cem zur Formoltitration 
gebraucht. Die Versuchsmethodik bei dieser Formoltitration 
ist in Kapitel V Abschnitt A ausführlich besprochen. 

In den Angaben über die Wasserstoffionenkonzentration 
habe ich immer das Sörensensche Symbol py angewendet. 
pa: bedeutet, wie bekannt, den dekadischen Logarithmus der 
Wasserstoffionenkonzentration mit negativem Vorzeichen, so z. B. 
bedeutet py = 5,4, daß die Konzentration der Wasserstoffionen 
1054 ist. 

Tabelle I. 

50 g Hefe -+ 5cem Chloroform + 40 com ?/,-HCl + a ccm ?/,-Na0H 

+ Wasser = 500 cem. 


Trockengewicht der Hefe — 32,2°/,, 
Stickstoffgehalt davon. . — 8,38 — 8,50 °/o. 


Pro 100 cem enthielt also die Flüssigkeit 273 mg Totalstiekstoff. 
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Die Ergebnisse dieser Versuche bestätigen die alte Tat- 
sache, daß die Hefeautolyse nur in schwach saurer Lösung vor 
sich geht. Das Optimum der Wasserstoffionenkonzentration 
liegt etwa bei py = 6. Schon beim Neutralpunkt ist die 
Autolyse zum größten Teil und bei schwach alkalischer Reak- 
tion vollständig gehemmt. Auch eine Vermehrung der Wasser- 
stoffionen wirkt hemmend, bei py = 4 wird schon kein Amino- 
stickstoff' mehr gebildet. Als äußerste Grenzen der Autolyee 
können pp = 7 und py = 4 angegeben werden. 

Die Wasserstoffionenkonzentration in der Flüssigkeit ver- 
ändert sich während der Verdauung, und zwar wird sie nach 
der alkalischen Seite hin verschoben. Dies ist ja auch natür- 
lich, denn die äußersten Abbauprodukte des Eiweißies sind wohl 
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gewöhnlich von stärker basischem Charakter als die Eiweiß- 
stoffe selbst. 

Den Optimalpunkt der Wasserstoflionenkonzentration für 
die Autolyse habe ich in folgendem Versuch genau ermittelt. 
Zwischen py =5 und py =8 ist es ja möglich. Phosphat- 
gemische als „Puffer“ zu der Flüssigkeit zuzusetzen, um eine 
Veränderung der Wasserstoffionenkonzentration während der 
Spaltung zu verhindern. Ich habe m/ -Lösungen von primärem 
Kaliumphosphat und sekundärem Natriumphosphat (KH,PO,, 
und Na,HPO,. 2H,O nach Sörensen) dazu angewendet. In 
der Tabelle II sind die jeweiligen Mengen unter p- s an- 
gegeben. Ich habe das Gebiet py = 5 bis py = 7 untersucht, 
und elektrometrische Kontrollmessungen ergaben, daß die zu- 
gesetzte Phosphatmenge genügte, um die Wasserstoffionenkon- 
zentration auf ein bis zwei Zehntel von py- konstant zu halten. 
Die Analysen wurden wie beim vorigen Versuch, also durch 
Formoltitration. ausgeführt. 


Tabelle Ila. 
10 g plasmolysierte Hefe + 20 cem ®/,-Phosphate (s cem sek. + 
p com prim.) + "/,-HC] + chloroformhaltiges Wasser — 100 cem. 
Trockengewicht der Hefe = 31,5°/,, 
Stickstoffgehalt davon. . = 7,91°/,. 
Pro 100 cem enthielt also die Flüssigkeit 252 mg Totalstickstoff 
t—=379. 





























2 t TE a a 1 e Jo s 
a+ n: 10410 | 6+14 | 3+17 1419 | 20 
cem ®/;-HCl: - | — | 0,2 0,5 | 1,0 
Pr: 6,8 64 hl 56 | 50 
| °/, gelöster Peptidbindungen 
2410 139 | 139 | 139 | 189 13,9 
$3 [10 40 | 3832 | 286 23,0 20,4 
2 5 J 22 315 ! 361 | 380 | 815 26,9 
8136 372 | 412 45,0 37,9 31,0 
5. | 46 38 | 43,6 42 | 428 33,8 
<= [70 42 ; 500 | 5953 58 | 421 


In der Figur sind die Versuchsergebnisse graphisch dargestellt. 
Als Abszisse ist die Zeit in Stunden, als Ordinate die Mengen neu- 


1) Elektrometrisch kontrolliert. 
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gebildeten Aminostickstoffs gewählt. Der Optimalpunkt ist in 
folgender Weise ermittelt: In einem Diagramme (Fig. 2) ist der 
Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration, also Py, und 
als Ordinate die Zeit gewählt, die bei den verschiedenen Ver- 
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suchen erforderlich ist, um je 25, 30, 35, 40 und 45° der 
vorhandenen Peptidbindungen zu spalten. Wir erhalten in 
dieser Weise parabelähnliche Kurven, von denen das Minimum 
bei pz. = 6 liegt. Dieses Minimum bedeutet folglich die opti- 
male Wasserstoffionenkonzentration, und diese liegt also bei 


Pr = ô. 


Es ist selbstverständlich, daß eine so komplizierte Reak- 
tion wie der Autolysevorgang nicht durch eine einfache Reak- 
tionsformel ausgedrückt werden kann, und es scheint daher 
unzweckmäßig zu sein, die Reaktionskinetik zu studieren. 

In einer früheren Arbeit!) habe ich aber gezeigt, daß der 
Autolysevorgang dem bekannten Arrheniusschen?, Reaktions- 
gesetze in gewissen Fällen gut folgt. 

a x 


Kı = . In: — 
t a—x t 
x bedeutet hier die nach der Zeit t gebildete Menge Amino- 
sticktoff (°/,) und K, eine Konstante. 


Noch besser paßt eine empirische Formel. 


Vt ax. 
Die folgende kleine Tabelle ist ein Auszug aus einer Ta- 
belle der oben erwähnten Arbeit. 


Autolyse der Hefe bei 37°. 








t (Stunden) | sN | x | Æ 
0 10 | = = 
16 s | 9412 0,105 
25 55 9.94 01109 
40 63 | 954 0.110 
64 75 994 | 0.106 
(88 24 | 11.36 0.113) 


Hier war jedoch keine Rücksicht auf die Veränderungen 
der Wasserstoffionenkonzentration während der Autolyse ge- 
nommen worden. Wahrscheinlich war aber py im Anfang gleich 
etwa 6, und am Ende der Reaktion wird py etwa auf 7 ge- 








!) Dernby, Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 425, 1914. 
2) Arrhenius, Medd. frän K. Vet. Ak. Nobelinst. 1, 9, 1908. 
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stiegen sein. (Vgl. diese Abhandlung Tabelle I, Versuch 3). 
In der Tabelle IIb habe ich die Versuche 2. 3 und 4 der Ta- 
belle Ila in derselben Weise berechnet. 


Tabelle Hb (Vgl. Tab. Ila). 
Autolyse der Hefe bei 37°. > 

















t 2; (P= 8,3) | 3; (Pm = 6,1) 4; (Pr: = 5,6) 
Verdauungs- ir T | | = | = 
zeit in % Ra 2 Bo. z R; y E s LU | K 
Stunden [an] A| > mi tj P em | 2 

0 Bol alien) = | = igg 

10 282 4,93 | 0,18 (286 | 5,09 | 0,19), 23,0 | 3,14 | 0,15 
22 36,1 | 3,95 | 0,16 | 38,0 | 4,46 | 0,17 315 | 2,88 0,14 
36 412 331 | 0,15 | 45,0 | 4,11 | 0,16 | 87,9 | 2,71 | 0,13 
46 436 2,97 | 0.14 | 492 403 0,16 | 428 | 284 | 0,14 
70 50,0 | 2,76 | 0,13 593 437 0,16 598 | 3,25 | 0,14 


Bei diesen Versuchen war, wie gesagt, die Wasserstoffionen- 
konzentration während der Reaktion konstant gehalten. Doch 
passen die beiden Reaktionsgesetze in den Fällen 3 und 4 sehr 
gut, d. h. wenn die Autolyse in schwach saurer bis neutraler 
Lösung stattfindet. Im Versuch 2 sinken beide Konstanten 
sehr schnell. 

Es ist wohl nur als eine Zufälligkeit anzusehen, daß der 
Autolysevorgang in diesem Bereich der Wasserstoffionenkon- 
zentration (pz. = — 5 bis 7) durch diese Reaktionsgesetze aus- 
gedrückt werden kann. 

In gewissen Fällen können jedoch diese Formeln gute 
Dienste leisten, so z. B. wenn man die Autolysegeschwindig- 
keiten bei derselben Wasserstoffionenkonzentration, aber unter 
verschiedenen anderen Versuchsbedingungen vergleichen will. 


C. Einfluß verschiedener Neutralsalzionen auf die 
Autolyse. 


Man könnte ja den Einwand gegen die Resultate im 
vorigen Abschnitt richten, daß nicht nur die Wasserstoffionen, 
sondern auch die Chloridionen und Salzionen überhaupt Ein- 
flüsse auf den Autolysevorgang haben. Es sind viele Arbeiten 
über dieses Thema publiziert, aber, wie schon früher gesagt, 
ist in keinem Falle Rücksicht auf die Veränderungen der 
Wasserstoflionenkonzentration genommen, und daher kann ich 
alle diese Angaben ganz übergehen. 
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Ich habe hier einige Versuche über diese Frage ausgeführt. 
In Erlenmeyerkölbchen wurden wie vorher 10 g abgepreßter 
Hefe eingewogen, mit 5 cem Chloroform versetzt und bis zum 
nächsten Tag sich selbst überlassen, wonach vollständige Plas- 
molyse und Verflüssigung eingetreten war. Eine passende 
Menge Salzlösung und so viel Wasser, daß das Volumen 
100 cem betrug, wurden zugesetzt. Die Salzlösungen waren 
Natriumchlorid, Kaliumbromid, Natriumfluorid, Kaliumsulfat, 
Natriumnitrat und eine gemischte Phosphatlösung. Eine Kon- 
trollprobe mit Wasser allein wurde auch gemacht. In der 
Tabelle 3 sind diese Versuche aufgeführt. Unter dem Namen 
des Salzes ist die Konzentration desselben in der Flüssigkeit 
angegeben. Auch hier wurde wie bei den vorigen Versuchen 
die Formoltitration als Analysenmethode benutzt, und die Re- 
sultate sind als Prozent freigemachten Aminostickstoffs angegeben. 


Tabelle III. 


10 g Hefe + 0,2 cem "/,-HCl + 10 cem Salzlösung + Wasser = 
100 ccm (vgl. Tabelle II). 


pu: im Anfang = 6,5, nach 46 Stunden ca. 7. t= 37% 





Ne Eh 2 KELLER 
Kontrolle| Phosphate )| Nacı | KBr | Na,SO, | KNO, NaF 
— Olm |0,2n]|0,2n| 02n | 02n | On 

















°/, gelöster Peptidbindungen 

















=82(0| 139 139 | 13,9 139] 139 | 139 | 13,9 
3284190 33 361 | 338! 352] 315 | 352 | 383 
"Els| 482 426 482 482| 463 | 491 | 482 


Was zuerst auffallend scheint, ist die „hemmende“ Ein- 
wirkung des Phosphates. Die Erklärung hiervon ist jedoch sehr 
einfach. Ich habe eine Phosphatmischung benutzt, deren 
Wasserstoffionenkonzentration py- — 6,4 betrug, also dieselbe 
Wasserstoffionenkonzentration, welche die Hefeflüssigkeit im 
Anfang der Autolyse selbst hatte. Aber während der Autolyse 
ist im ersten Falle, dank des Phosphats, die Wasserstoffionen- 
konzentration konstant geblieben, im zweiten Falle (siehe Ta- 
belle I) ist dieselbe während der Reaktion gegen die alkalische 


1) 6 ccm sek. + 14 cem prim. Phosphat. pg: konstant auf 6,6 ge- 
p p 


halten. 
biochemische Zeitschriit Banıl 81. 9 
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Seite hin beträchtlich verschoben, und daher können die tryp- 
tischen und ereptischen Enzyme in höherem Grade wirken. 

Wir sind also nicht berechtigt, zu sagen, daß Phosphat- 
ionen an und für sich die Autolyse hemmen. 

Übrigens kann gesagt werden. daß die hier gebrauchten 
Neutralsalze bei dieser Konzentration keinen merkbaren Ein- 
fluß auf die Autolyse haben. 

Scheinbar hat das Nitrat die Autolyse begünstigt, aller- 
dings nur ein wenig. Zu demselben Resultat waren Euler und 
ich bei einer früheren Arbeit gekommen'), wo wir auch fanden. 
daß Chlorate eine ähnliche Wirkung ausüben. Dies scheint er- 
staunlich, denn bei Untersuchungen über den Einfluß von Ni- 
trat- und Chlorationen auf die einzelnen Enzyme (siehe Kapi- 
tel III, J und IV, H) habe ich gefunden, daß diese Ionen eher 
einen hemmenden als einen fördernden Einfluß auf die Enzym- 
tätigkeit haben. 

Doch vermute ich, daß die Erklärung für diese Anomalien 
sehr einfach ist: durch irgendeine Oxydationswirkung des Ni- 
trats bilden sich anfangs Säuren, wodurch die Wasserstoffionen- 
konzentration größer wird. Dies begünstigt (siehe Tabelle II) 
die Autolyse in ihrem ersten Verlauf. 

Sulfationen weisen eine kleine hemmende, allerdings sehr 
geringe Wirkung auf. Möglicherweise könnte diese Tatsache 
folgendermaßen erklärt werden: 

Neuerdings hat W. E. Ringer?) eine sehr interessante Ar- 
beit über das Pekelharingsche Pepsin veröffentlicht. Er hat 
zeigen können, daß nicht nur die Wasserstoffionenkonzentration, 
sondern auch die Quellungserscheinungen des Substrates für 
die Pepsinwirkung maßgebend sind. Die Reihe der Salze nach 
ihrer hemmenden Wirkung auf die Verdauung ist dieselbe wie 
diejenige der quellungshemmenden Wirkung in saurer Lösung. 

Sulfat > Nitrat > Chlorat œ Chlorid. 

Möglicherweise verhält sich die Sache bei der Autolyse 
ähnlich, denn die ersten Stufen bei diesem Vorgang sind die 
Auflösung des Hefeneiweißes und dessen Spaltung zu Albumosen 


und Peptonen. Die hemmende Wirkung der Sulfationen könnte 


1) Euler und Dernby, 1. e. 
2) Ringer, Koll. Zeitschr. 19, 253, 1916. 
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also auf diese Weise erklärt werden. (Vgl. auch die Tabellen 
XII und XVII) 

Hier ist ja nur die Einwirkung einiger Neutralsalzionen 
untersucht worden, aber in der folgenden Arbeit habe ich die 
Neutralsalzwirkungen bei den einzelnen Enzymen eingehend 
studiert. 

Das Ergebnis dieses Versuches ist jedoch von großer Wichtig- 
keit, denn hierdurch wird unzweideutig gezeigt, daß es in erster 
Linie die Wasserstofi- bzw. Hydroxylionen sind, die diese hier 
untersuchten Enzymwirkungen beeinflussen, und daß wir bei 
den Versuchen in Tabelle I und II im großen und ganzen 
zu denselben Resultaten gelangen würden, wenn wir anstatt 
Salzsäure Schwefel-- Phosphor- oder eine andere Säure in 
mäßigen Konzentrationen gewählt hätten, wenn nur die Wasser- 
stoffionenkonzentrationen stets dieselben gewesen wären. 

Die Fig. 3 (aus einer Be 
früheren Arbeit?) entnommen) 
zeigt die Einwirkung von æ 
Glycerin auf den Autolyse- 
vorgang. Die Versuchsanord- 
nungen waren ungefähr die- 
selben wie die hier beschrie- 
benen. Über den Autolysekur- 20 
ven steht der Prozentgehalt 
des Glycerins der Flüssigkeit. O 2 0 0 00 70 

Š 3 Autolysezeif m Stunden 
Später habe ich gefunden, Fig. 3. 
daß eine wahrnehmbare Hem- 
mung in der Autolyse erst bei 10 bis 15°/, Glycerin eintritt. 
Nur sehr große Glycerinkonzentrationen vermögen die Autolyse 
vollständig zu hemmen. 

Die Ergebnisse dieser Versuche stehen in qualitativer 
Übereinstimmung mit Angaben von Gromow und Grigorieff?). 
Quantitativ unterscheiden sie sich allerdings von denjenigen 
der genannten Autoren insofern, als dieselben eine größere 
Hemmung durch Glycerin fanden, was vermutlich darauf be- 
ruht, daß sie mit nicht plasmolysierter Hefe arbeiten. 


























1) Euler und Dernby, 1. c. 
?) Gromow und Grigorieff, ]..c. 
9* 
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Auch fand ich bei Versuchen, die ieh wegen ihrer Unvoll- 
ständigkeit nicht mitteile, daß Äthylalkohol in wäßrigen Kon- 
zentrationen gar keinen Einfluß weder auf die Autolyse noch 
auf die Wirkungen der speziellen Enzyme hat. 


D. Die Autolyseprodukte des Hefeneiweißes bei ver- 
schiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen. 


In den vorhergehenden Versuchen habe ich nur die Bildung 
von Aminostickstoff verfolgt. Als erste Spaltprodukte treten 
aber Albumosen und Peptone auf und erst danach Amino- 
säuren. Purinbasen und Ammoniak. Es wäre von großem 
Interesse, zu wissen, wann und wie diese verschiedenen Abbau- 
produkte vorkommen. Viele Autoren, ich gebe hier als Bei- 
spiele Zaleski und Schataloff, Vandevelde und Cook an, 
haben ausführliche Arbeiten über diese Frage publiziert. Leider 
sind ihre Versuche weder miteinander noch mit den meinigen 
vergleichbar, denn man weiß ja nicht, bei welcher Wasserstoff- 
ionenkonzentration die Autolyse ausgeführt worden ist. 

Der Versuch in der Tabelle IV ist derselbe wie Nr. 3 in 
Tabelle I. Aber ich habe hier die Spaltung nicht nur durch 
den Zuwachs des formoltitrierbaren Stickstoffes verfolgt, sondern 
nach den in der Tabelle angegebenen Zeiten, sowohl den Ge- 
samtstickstoff, Eiweißstickstoff, als den totalen Aminostickstoff 
und Ammoniak bestimmt. 

Der Totalstickstoff, angenommen. er betrage a mg per 
100 cem, wurde in 10 cem des Filtrates nach der Kjeldahl- 
schen (und zwar in der von ihm angegebenen) Ausführungs- 
weise bestimmt. 

Der Eiweißstickstoff wurde ebenso in 10 ccm des Fil- 
trates nach Schjerning durch Ausfällung mit Stannochlorid 
bestimmt. Die Versuchsmethodik ist unten in Kapitel III, Ab- 
schnitt A näher besprochen. Wir nehmen an, daß als Resultat 
b mg pro 100 ccm erhalten wurden. 

Die Summe von Amino- und Ammoniakstickstoff 
wurde durch Formoltitration und das Ammoniak allein durch 
Destillation mit Magnesia bestimmt. Sei dieses dmg und die 
Summe c, so beträgt der Gehalt von Amino(säure)stickstoff 
ce —d=emg pro 100 cem. 
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Der „Peptid“stickstoff, umfassend den Stickstoff der 
Albumosen, Peptone und Polypeptide, ist berechnet als Differenz 
a — (b + d +e). 

Tabelle IV. 


Die Verteilung des Stickstoffes auf die Abbauprodukte bei einer 
Autolyse. Dieser Versuch ist eine Vervollständigung des Beispiels 3 in 
Tabelle I. 

50 g Hefe +4 40 cem ®/,-NaCl-Lösung —- 5 cem Chloroform — Wasser 
= 500 cem. t= 37°. 


Stickstoff 

















Zeit — = Ç 
Sen REN | Eiweiß-N | Peptid-N | Amino-N Ammoniak prr 
0 ! 0: 0 0! | 0 ! 
lo a Kr Ta . s | Er S s: 

0 35,3 189- I 99 uni, © 6,0 
20 48,6 10,9 165 | 328 | -8a S 
48 583 10,2 | 202 | 24 | 45 6,1 
96 69,5 12,4 17,7 | 342 | 5.2 = 

168 84,6 16,3 10,9 40 | 134 6,5 
216 89,5 18,7 ı 60 | 511 18,7 6,8 
IN 
700, 
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Hd Autolysezeit in Stunden 2468 
Fig. 4. 


Die Tabelle IV zeigt, daß die Auflösung des Zelleneiweißes 
ziemlich kontinuierlich mit der Zeit vor sich geht. Das Eiweiß 
wird dann allmählich gespalten; auffallend ist es jedoch, daß 
die Menge fällbaren Eiweißes zuerst abnimmt, dann gegen 
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Ende der Reaktion zuzunehmen scheint. Ebenso auffallend ist. 
daß der Gehalt von Peptonen bis zu einem Maximum steigt 
und dann rasch abnimmt. Im ersten Augenblick erscheinen 
diese Verhältnisse fast unmöglich gedeutet zu werden, aber wir 
werden weiter unten sehen, daß sie in sehr einfacher Weise 
erklärt werden können. 

Der Gehalt an Aminostickstoff steigt mit der Zeit, und 
zwar schneller gegen Ende der Reaktion an. Nach den alten 
Vorstellungen würde man wohl hier von einer „Autokatalyse“ 
sprechen. ‚Endlich wird eine beträchtliche Menge des Total- 
stickstoffs in Ammoniak umgewandelt. Auch diese Reaktion 
verläuft am schnellsten gegen Ende der Reaktion. Dies ist 
wohl der Wirkung der in der Einleitung besprochenen Desami- 
dasen zuzuschreiben. 

Die hier gewählte Autolyse kann als typisch angesehen 
werden. Nur etwas Neutralsalz ist zugesetzt, das keinen Ein- 
fluß ausübt, übrigens ist es nur die natürliche Acidität des 
Hefegemisches, die zum Ausdruck kommt. 

Die Wasserstoffionenkonzentration ist nicht konstant gehal- 
ten, diese hat sich während der Reaktion stark vermindert, von 
Pr = ô bis pp —=6,8. Wir werden unten sehen, daß diese 
Veränderung der Wasserstoffionenkonzentration uns den Schlüs- 
sel dazu gibt, um die eigentümlichen Veränderungen in den 
Eiweiß-, Pepton- und Aminostickstoffmengen während der Auto- 
lyse zu erklären. 

Tabelle V. 

Die Abbauprodukte der Autolyse bei verschiedenen Wasserstoff- 

ionenkonzentrationen. 


500 g Hefe -- HCI -+ NaOH -+ Wasser — 500 cem (vgl. Tabelle I). 
Autolysedauer 216 Stunden. t= 37°. 

Wasserstoff- Stickstoff 
Nr. | ionenkon- | 5 — ) = 
(vgl. | zentration | Total-N | EiweiB-N | Peptid-N | Amino-N Ammoniak- 











Tab.D)| bei der Jim Filtrat, N 
Autolyse 0 0) 0j | 0! | oJ 
0 lo | io | D ro io E 
| 
2 | 196 | 45 | 24 42 
3 | 187 1.60 51,1 T 1877 
5 | 1,9 | 32,0 | 141 | 07 





In Tabelle V habe ich einige Resultate über die Verteilung 
des Stickstoffes auf die verschiedenen Abbauprodukte des Hefen- 


Studien über die proteolytischen Enzyme der Hefe usw. 129 


eiweißes, wenn die 216stündige Autolyse bei verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentrationen vor sich gegangen ist, zusam- 
mengestell. Wenn wir die Versuche 2 und 5, wo die Wasser- 
stoffionenkonzentration während der Autolyse resp. py = 6.9 
bis 7,2 und py. = 3,9 betrug. betrachten, so ist die Menge Eiweiß, 
die in Lösung gegangen ist, etwa dieselbe. Im ersten Falle. 
in der alkalischen Lösung, ist nur ein Teil dieses Eiweißes 
gespalten, dieses ist nahezu vollständig zu Aminosäuren abge- 
baut; die Menge der Peptone ist sehr gering. Im zweiten Falle 
aber. wo die Autolyse in saurer Lösung vor sich ging. ist 
die ganze Menge Eiweiß in Peptone gespalten, und nur ein 
kleiner Teil ist weiter zu Aminosäuren abgebaut. Außerdem 
hat nahezu keine Ammoniakbildung stattgefunden. 

Diese Tabelle zeigt uns klar, daß die Formoltitration allein 
keine erschöpfende Erklärung über den Fortschritt der Autolyse 
geben kann. Und weiter wird ersichtlich, daß in Übereinstim- 
mung mit der Anschauung von Vines bei der Autolyse der 
Hefe mindestens zwei Enzyme (oder zwei Gruppen von Enzy- 
men) teilnehmen müssen. 

Einerseits wirkt in saurer Lösung ein pepsinähnliches 
Enzym, das die Eiweißstoffe in Peptone zerlegt, anderseits 
wirken in alkalischer Lösung, trypsin- oder erepsinähnliche, 
die nicht Eiweißstofie. sondern Peptone zu Aminosäuren abzu- 
bauen vermögen. Beim Versuch Nr. 3 (Tabelle IV). wo die Auto- 
lyse am schnellsten verlaufen ist, sind wahrscheinlich die beiden 
Gruppen von Enzymen gleich stark wirksam gewesen. 

Um diese Vermutung zu bestätigen, untersuchte ich, ob 
die bei der Autolyse in saurer Lösung gebildeten Peptone in 
alkalischer Lösung weiter verdaut werden können. In der Tat 
zeigte sich, daß, wenn ich das Filtrat im Versuch 5 (Tabelle IV) 
alkalisch machte und bei 37° aufbewahrte, eine Vermehrung 
des formoltitrierbaren Stickstofis eintrat. Aber diese war sehr 
gering, das erepsinähnliche Enzym schien in der sauren Lösung 
zum größten Teil zerstört worden zu sein. 

Dann führte ich den Versuch in folgender Weise aus: Das 
Filtrat wurde dialysiert (siehe Kap. IITA), um von Aminosäuren 
und Salzen befreit zu werden. Zu 50 cem dieser Lösung 
(0,35 mg N pr. ccm enthaltend) wurden 3,4 cem %/,-Natronlauge 
und 5 cem dialysierter Hefepreßsaft. welcher Hefenereptase 
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enthielt (über die Herstellung desselben siehe Kap. UIB) zu- 
gesetzt, und das Ganze auf 100 ccm verdünnt. Die Wasser- 
stoffionenkonzentration der Flüssigkeit entsprach py = 7,6. Die 
Verdauung wurde bei 37°, mit Chloroform als Antisepticum, 


vorgenommen. 
Tabelle VI. 


Die Spaltung von Hefe-Peptonen durch Hefenereptase; 50 ccm Pep- 
tonlösung (0,85 mg N pro cem enthaltend) + 3,4 cem ?/,-NaOH +5 cem 
Enzymlösung -- Wasser — 100 cem. 

pu: im Anfang = 7,6. t= 379. 





Verdauungszeit in| °/, freigemachter Amino- 








Stunden stickstoff 
0 0 
4 17,6 
18 66,0 
38 88,0 
60 97,0 


Wie die Tabelle zeigt, werden die Peptone ziemlich rasch 
und zwar vollständig von der Ereptase zerlegt. Dieser Versuch 
bestätigt also gut die obige Vermutung über das verschiedene 
Verhalten der proteolytischen Enzyme der Hefe. 

Bei diesem Versuche machte ich die Beobachtung, daß 
durch Zufügen von Alkali die anfangs klare Flüssigkeit sich 
trübte und kleine Flocken auszufallen schienen. Dieser Ver- 
such ist auch demjenigen analog, den N. Iwanoff und später 
Kostytschew und Brilliant ausführten, und von denen 
diese Autoren behaupten, eine enzymatische Eiweißsynthese 
ausgeführt zu haben. Sie haben nämlich nach der Autolyse 
den Hefepreßsaft durch Alkali neutralisiert und dann nach 
einiger Zeit gefunden, daß die fällbare Eiweißmenge sich ver- 
größert hat. Dies ist jedoch keineswegs ein direkter Beweis, 
daß eine Synthese stattgefunden hat, vielmehr glaube ich, daß 
es sich hier, wie Bayliß!) für die Paranucleinsynthese von 
T. B. Robertson gezeigt, nur um eine Ausfällung der Kollo- 
ide in der Lösung handelt. Denn durch die Veränderung der 
Wasserstoffionenkonzentration in der Flüssigkeit durch Zufügen 
von Alkali können die kolloidalen amphoteren Elektrolyte ihren 


1) Bayliß, Journ. of Physiol. 46, 236, 1913. 
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isoelektrischen Punkt erreichen, wo nach Michaelis!) manchmal 
eine Ausfällung stattfindet. 

So viel ist jedoch sicher, daß man in der Beurteilung solcher 
Resultate sehr vorsichtig sein muß und nicht ohne weiteres 
Schlüsse über Eiweißsynthesen ziehen darf. 


E. Die proteolytischen Enzyme der Hefe und ihre 
Beziehung zu der Autolyse. 


Hier erhebt sich die wichtige Frage: Welche proteolytischen 
Enzyme sind in der Hefe vorhanden, und welche Rollen spielen 
sie bei der Autolyse? I 

Was zuerst die Desamidasen betrifft, so haben sowohl 
frühere wie meine Versuche ergeben (vgl. Tabelle IV und V und 
Kapitel VI), daß sie nur eine sehr untergeordnete Rolle spielen. 

In den folgenden Kapiteln dieser Arbeit, auf die ich hier 
hinweise, habe ich die Wirkungen der verschiedenen Enzyme 
im Hefepreßsaft zu isolieren versucht. Dabei bin ich zu dem 
Resultat gekommen, daß es gelingt, sowohl nach der Vines- 
schen Annahme ein Pepsin und eine Ereptase wie auch eine 
Hahnsche Tryptase in dem Hefepreßsaft nachzuweisen. 

Die Enzyme, die ich gefunden habe, können mit folgenden 
Worten charakterisiert werden: 

Das Hefepepsin spaltet genuine Eiweißstoffe zu Peptonen, 
aber nicht weiter, und die optimale Wasserstoffionenkonzen- 
tration für diese Reaktion liegt bei py. = 4.5. 

Die Hefetryptase vermag weder Eieralbumin noch das 
Hefeneiweiß zu spalten, verdaut aber glatt Gelatine, Casein 
und Wittepepton. Das Enzym vermag jedoch nicht, diese Stoffe 
vollständig zu Aminosäuren abzubauen. Das Optimum der 
Wasserstoffionenkonzentration liegt bei py = 7,0. 

Die Hefenereptase endlich ist dem Erepsin des Darm- 
saftes sehr ähnlich und spaltet rasch einfache Peptide zu 
Aminosäuren. Die optimale Wasserstoffionenkonzentration liegt 
bei Pr‘ = 7,8. 

In den kleinen Hefezellen sind also Enzyme von ganz 
demselben Charakter wie in dem so außerordentlich mehr 





1) Michaelis und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 39, 496; 41, 373; 
47, 260, 1912 u. a. a. O. 
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differenzierten tierischen Organismus vorhanden. Der sukzes- 
sive Eiweißabbau durch verschiedene Enzyme geschieht also 
in ganz analoger Weise wie im tierischen Organismus. 

Um die Beziehung zwischen diesen Enzymen und der 
Autolyse zu veranschaulichen, bediene ich mich einer graphi- 
schen Darstellungsweise. In einem Diagramme (Fig. 5) wird die 
Wasserstoffionenkonzentration (größerer Übersichtlichkeit wegen 
der Logarithmus derselben. also p), als Abszisse und die Zeit, 
in welcher das Enzym 10, 25 oder 50°/, des Substrates, bei 
verschiedenen Wasserstoflionenkonzentrationen zerlegt, aufge- 
tragen. Wir erhalten dann Kettenkurven, deren Minimum der 
optimalen Wasserstoffionenkonzentration des betreffenden En- 
zyms entspricht (vgl. Fig. 7, 15 und 18). 





















































Fig. 5. 


Um die Wirkungsweise dieser drei Enzyme miteinander 
vergleichen zu können, habe ich in Fig. 5 als Ordinaten 
die relativen Zeiten benutzt. wenn dieselbe Menge des Sub- 
strates gespalten wird. Spaltet z. B. ein Enzym 25°/, des 
Substrates bei optimaler Wasserstoffionenkonzentration nach 
t, Stunden, bei einer anderen nach t, (t, > t,), so ist das Ver- 


PIE = i A a 
hältnis z als Ordinate gewählt. Man kann ja diese Kurven als 
1 
Effektivitätskurven bezeichnen, und in dieser Darstellungsweise 


sind sie ohne weiteres vergleichbar. 
In Fig. 5 habe ich ebenso die entsprechende Kurve für 
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die Autolyse (Fig. 2) angegeben. Die gestrichelte Partie ist 
also das Bereich der Autolyse (wenn die Menge gelöster Pep- 
tidbindungen als ein Maß derselben genommen wird) in bezug 
auf die Wasserstoffionenkonzentration. Der Optimalpunkt des 
Hefepepsins liegt bei py- = 4,5, der der Tryptase bei py = 7,0 
und der der Ereptase bei py. = 7,8. Das Optimum der Autolyse 
liegt dagegen bei py = 6,0, also zwischen denen des Hefe- 
pepsins und der Hefetryptase. 

Die Ergebnisse in Fig. 5 habe ich in folgender Weise 
gedeutet: 

Die Autolyse der Hefe ist ein Verdauungsprozeß, 
der von den Enzymen Hefepepsin, Tryptase und 
Ereptase bewirkt wird, und kann nur bei solchen 
Wasserstoffionenkonzentrationen vor sich gehen. wenn 
diese Enzyme gleichzeitig wirken können. 

Die Hefepepsinkurve ist aus Fig. 7 (15°/,). die Tryptase- 
kurve aus Fig. 15 (10°/,) und die Ereptasekurve aus Fig. 18 
(50°, ,) entnommen. Diese Kurven sind vollständig beliebig 
gewählt; es handelt sich hier nicht um eine exakte Berech- 
nung, sondern nur um eine Veranschaulichung des Autolyse- 
vorgangs. I 

Die Fig. 5 ergibt ferner, daß auch eine kleine Veränderung 
in der Wasserstoffionenkonzentration eine große Veränderung 
in der Autolysegeschwindigkeit verursachen muß, denn dadurch 
wird der wirksame Teil irgendeines der Enzyme vermehrt, 
der andere dagegen vermindert. 

Auch die schon lange bekannte Tatsache, daß die Auto- 
lyse im Vergleich mit den Reaktionen der isolierten Enzyme 
30 verhältnismäßig langsam verläuft, wird hieraus erklärlich. 
Es ist nicht gelungen, eine vollständige Autolyse auch im 
optimalsten Falle zu beobachten, die in weniger als 7 bis 10 
Tagen verläuft. Bei der Autolyse ist auch beim Optimalpunkte 
nur ein Teil von jedem Enzym dissoziiert. d. h. wirksam. 
Arbeiten mit dem isolierten Enzyme werden in der Regel bei 
optimaler Wasserstoffionenkonzentration vorgenommen. Daher 
scheint es mir als a priori ausgeschlossen, daß man durch 
irgendwelche „Aktivatoren“ die Autolyse steigern könne. 

Die Resultate der Tabelle I sind auch aus dieser Figur 
ohne weiteres zu verstehen. Bei einer Wasserstoffionenkonzen- 
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tration, wo py: = 3,9, ist ja die Ereptase nahezu ganz unwirk- 
sam, und die Autolyse besteht hier in einer Spaltung der Pro- 
teine zu Peptonen. Beim Neutralpunkt ist andererseits das 
Pepsin inaktiv, hier bleiben daher auch die gelösten Eiweiß- 
stoffe intakt, die Autolyse besteht hier hauptsächlichst in einer 
Spaltung der bereits vorhandenen Peptone (bei dem 12 stündigen 
Stehen der Hefe mit Chloroform tritt vor der eigentlichen 
Autolyse eine teilweise Verdauung ein). 

Auch die eigentümlichen Veränderungen des Gehalts an 
fällbarem Eiweiß und Peptonen im Filtrat des Autolyseversuchs 
(Tabelle VI) bieten jetzt keine Schwierigkeit für eine Erklärung, 
wenn wir nur immer bedenken, daß die Wasserstoflionenkon- 
zentration während der Reaktion sich von pg. = 6 bis py = 6,8 
verändert hat. Wie aus der Figur zu ersehen ist, nimmt die 
Eiweißmenge zuerst mit der Zeit ab, erreicht ein Minimum 
und steigt dann wieder. In ganz entgegengesetzter Weise ver- 
hält sich die Peptonmenge, sie sinkt zuerst, durchläuft ein 
Minimum und sinkt gegen Ende der Reaktion. 

Bei pp: = 6 ist das Hefepepsin aktiv, das allmählich ge- 
löste Eiweiß wird also gespalten, aber während der Reaktion 
wird die Flüssigkeit alkalischer, dieses Enzym wird inaktiv, 
und die jetzt gelösten Eiweißstoffe werden dann nicht mehr 
zerlegt. Gleichzeitig aber wird mehr und mehr von der 
Tryptase und Ereptase wirksam, die anfangs gebildeten Peptone 
werden dadurch schneller und am Ende der Reaktion größten- 
teils gespalten. Die Menge Aminostickstoff muß daher sehr mit 
der Zeit zunehmen, und es bedarf keiner Theorie über „Auto- 
katalyse“ oder „Aktivierung von Proenzymen“, um diese Tat- 
sachen zu erklären. 

Durch die Einführung der Arrheniusschen Dissoziations- 
theorie auf das Gebiet der Enzyme, wie es Sörensen und Mi- 
chaelis getan haben, sind viele dunkle Gebiete in der Biochemie 
erhellt worden. Freilich müssen wir dabei einige frühere Be- 
griffe, wie „Proenzyme“, „Zymogene“, „Aktivatoren“ u. dgl. mit 
größerer Vorsicht als vorher brauchen. Die Autolyse der Hefe 
läßt sich ohne Einführung von diesen Begriffen, aber mit Hilfe 
der Sörensen-Michaelisschen Anschauungsweise sehr leicht 
erklären. 
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II. 
Das Hefepepsin. 


Aus dem vorigem Kapitel geht unwiderleglich hervor, daß 
bei der Autolyse der Hefe ein pepsinähnliches Enzym vorhanden 
ist, welches die genuinen Eiweißstoffe der Hefe in Peptone 
zerlegt. und dieser Vorgang scheint nur bei saurer Reaktion 
vor sich zu gehen. Unten habe ich die Wirkungen dieses 
Enzyms auf einige andere Substrate, Eieralbumin und Thymol- 
gelatine, geprüft und die optimale Wasserstoffionenkonzentration 
für diese Spaltungen bestimmt. Ebenso sind der Temperatur- 
einfluß und die Einwirkung verschiedener Neutralsalzionen auf 
die Tätigkeit dieses Enzyms studiert worden. 


A. Herstellung des Enzympräparats. 


Als Enzympräparat habe ich immer, sowohl beim Arbeiten 
mit dem Hefepepsin als mit den anderen proteolytischen Enzymen 
der Hefe, neutralen, dialysierten Hefepreß- oder richtiger Mace- 
rationssaft benutzt. 

Im wesentlichen habe ich die Koelkersche'!) Methode be- 
folgt: 500 g wohlausgewaschene und abgepreßte Brauereihefe 
wurden in einer Porzellanschale mit 30 g Calciumcarbonat und 
30 cem Chloroform zerrieben, und der sogleich verflüssigte Brei 
wurde dann während drei Tagen bei Zimmertemperatur sich 
selbst überlassen und autolysiert. Der Brei wurde in einem 
Siebtuch gepreßt und der trübe Preßsaft wiederholt durch 
Faltenfilter filtriert. Der Vorschrift nach sollte der Preßsaft 
danach zwei Tage bei 38° stehen, aber es erwies sich, daß so 
behandelte Präparate viel schwächer waren als diejenigen, 
welche nicht so behandelt wurden. In einer neuerdings er- 
schienenen Arbeit hat Abderhalden?) eine sehr interessante 
Beobachtung gemacht, nämlich daß aus Trockenhefe herge- 
stellter Mazerationssaft in bezug auf peptolytische Fähigkeit 
viel aktiver nach Stehen einiger Tage als sogleich nach dem 
Herstellen ist. Erst nach längerem Stehen nimmt die proteo- 
lytische Fähigkeit wieder ab. 


1) Koelker, Zeitschr. für physiol. Chem. 67, 297, 1910. 
2) Abderhalden und Fodor, Fermentforschung 1, 533, 1916. 
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Die hellgelbe, klare, aber sehr eiweißreiche Flüssigkeit 
wurde dann in einen Sörensenschen Dialysator gebracht und 
während vier bis sechs Tagen unter vermindertem Druck dialysiert. 

Um die Art und Weise des Verfahrens zu verdeutlichen, habe 
ich eine kleine Skizze über die Versuchsanordnungen beigefügt. 








l Vorlage Dialysator 


Der Dialyseapparat wurde in einen Eisschrank eingestellt 

und zur Vermeidung von Bakterienwirkung der Flüssigkeit 
Toluol zugesetzt. Allmählich schieden sich Eiweißstoffe aus 
der an Kolloiden immer konzentrierteren Flüssigkeit aus. Diese 
wurden abfiltriert, wonach eine klare, hellgelbe Flüssigkeit zu- 
rückblieb, die alles Enzym zu enthalten schien, denn das Dialysat 
wies keine oder sehr geringe proteolytische Tätigkeit auf!). 
°  Selbstverständlich ist dies von der Durchlässigkeit der 
Membranen abhängig, aber bei der Benutzung von Kollodium- 
membranen, wie in diesem Falle, ist es möglich, der Membran 
die gewünschte Permeabilität zu geben. Ich weise noch ein- 
mal auf die in kurzem erscheinende Arbeit Sörensens hin. 

Das Enzympräparat wurde im Eisschrank aufbewahrt. 

Die verschiedenen Enzympräparate schienen von ungefähr 
derselben Zusammensetzung zu sein. Als Beispiele gebe ich 
folgende zwei Beobachtungen an und nenne die Präparate 
kurz a und b. 

Das Präparat a (aus Hefe von der Carlsberger Brauerei zu 
Kopenhagen) war bei 38° behandelt (siehe oben) und zeigte 
eine ziemlich schwache Wirkung. Pro cem enthielt es 0,9 mg 


1) Diese Dialysemethoden sind noch nicht veröffentlicht, werden 
aber demnächst in dieser Zeitschrift erscheinen. 
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Totalstickstoff. 20 Tage nach der Dialyse war die Spaltungs- 
fähigkeit (von Glyeylglycin) nur die Hälfte der ursprünglichen. 
Das Präparat b (aus Hefe von der hiesigen St. Eriks- 
Brauerei) war nicht bei 38° behandelt und war viel stärker 
als das erstere. Pro com enthielt es 0,8 mg Totalstickstoff und 
wie das vorige nur Spuren von Aminostickstoff. Nach 40 Tagen 
betrug die Spaltungsfähigkeit nur ein Fünftel der ursprünglichen, 
und es hatten sich 0,4 mg Aminostickstoff pro cem gebildet. 
Dies bedeutet ja nur, daß das vorhandene Eiweiß von den 
Hefenenzymen allmählich, wenn auch sehr langsam, abgebaut 
wird. Ich habe Versuche gemacht, um dieses überschüssige 
Eiweiß von dem Preßsaft abzuscheiden. Durch Zusatz von 
schwachen Säuren, Essigsäure oder Kaliummonophosphat, fielen 
freilich große Eiweißmengen aus, aber der Säurezusatz hatte 
stets eine sehr nachteilige Wirkung auf sämtliche proteoly- 
tischen Enzyme der Hefe, sei es durch Ausfällung oder durch 
irgendeine Art von Zerstörung. Sowohl der abfiltrierte Nieder- 
schlag wie das klare Filtrat zeigten nur beträchtlich schwächere 
proteolytische Wirkungen als die ursprüngliche Flüssigkeit. 

Ich habe auch viele andere Fällungsmethoden geprüft, 
Äther-Alkohol, Aceton usw., aber das proteolytische Vermögen 
der so gewonnenen Präparate war stets geringer als das ent- 
sprechende der ursprünglichen Lösung. 

Daher sehe ich es als das zweckmäßigste an, immer mit 
diesem dialysierten Enzympräparate zu arbeiten, besonders weil 
man ja nicht die chemische Zusammensetzung der Enzyme 
kennt und daher doch nicht zu einer rationellen Reindarstellung 
gelangen kann. 

Das Eigentümliche mit dem auf diese Weise hergestellten 
Preßsaft war, daß die drei Enzyme oder Enzymgruppen: Pep- 
sin, Tryptase und Ereptase alle zugleich reichlich vorhanden 
waren. Die Autolyse geht ja durch den Zusatz von Calcium- 
carbonat bei schwach alkalischer Reaktion vor sich, und es ist 
verständlich, daß dies für die beiden letzteren Enzyme gün- 
stig sein kann, deren optimale Wasserstoffionenkonzentrationen 
bei neutraler und schwacher alkalischer Reaktion liegen. Es 
wäre zu erwarten, daß das Hefepepsin, dessen optimale Kon- 
zentration der Wasserstoflionen bei py = 4,5 liegt, in alka- 
lischer Lösung geschädigt werden könnte. Dies scheint aber 
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nicht der Fall zu sein. Bei Versuchen, wo anstatt Calcium- 
carbonat Phosphatgemische dem Hefebrei zugesetzt werden, so 
daß die Wasserstoffionenkonzentration bei der Autolyse Pm. = 5 
bis 6 (also sehwach saure Reaktion) war, war der Gehalt nicht 
nur an Tryptase und Ereptase, sondern auch an Pepsin viel 
geringer als beim Zusatz von Calciumcarbonat. 

Es scheint also, als ob sämtliche proteolytischen Enzyme 
der Hefe in saurer Lösung zerstört werden. In allen Fällen 
schien jedoch das Pepsin im Hefepreßsaft viel spärlicher als 
die anderen Enzyme vorzukommen. 

Die Zerstörungstemperatur aller dieser Enzyme scheint in 
neutraler Lösung so etwa bei 60° zu liegen. In alkalischer 
oder saurer tritt die Zerstörung viel schneller ein. Durch Er- 
hitzen ist es also nicht möglich, diese Enzyme voneinander 
zu trennen. 

Wie vorher ausgeführt, meinte Vines, daß das Pepsin in 
Kochsalzlösungen, die Ereptase dagegen in reinem Wasser lös- 
licher sei. Ich habe seine Versuche wiederholt und bin zu dem 
Schluß gekommen, daß seine Beobachtung dadurch erklärlich 
ist, daß die Hefezellen viel leichter durch Kochsalzlösung plas- 
molysiert werden, denn er arbeitete immer mit nicht plas- 
molysierter Hefe. Aber mit der Löslichkeit oder Wirkungs- 
fähigkeit des einen oder anderen Enzyms scheinen mäßige Salz- 
konzentrationen nichts zu tun zu haben. Dies werde ich weiter 
unten besprechen. 

Es wäre ein sehr wünschenswertes Ziel, diese Enzyme 
in irgendeiner Weise voneinander trennen und sogar die En- 
zyme selbst rein darstellen zu können. Ob es möglich ist, 
läßt sich jetzt nicht beantworten. Ich weise nur darauf hin, 
daß bei den verschiedenen Fällungsmethoden immer sehr große 
Mengen der Enzyme verloren gehen. Ich habe nur die Wir- 
kungen, nicht das Wesen dieser Enzyme studiert. Die Iso- 
lierung und Reindarstellung der Enzyme ist ein Problem, 
das noch seiner Lösung harrt. 


B. Versuchsmethodik. 


Um das Hefepepsin nachzuweisen, habe ich zwei ver- 
schiedene Methoden benutzt, teils die Spaltung von Acidalbu- 
min in Peptone und nachheriger Bestimmung des zurückge- 
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bliebenen Eiweißstickstoffes, teils die Verflüssigung von Thymol- 
gelatine. 

Die erste Methode ist von Sörensen!) ausgearbeitet und 
von ihm bei Bestimmungen des Einflusses der Wasserstoffionen 
auf die Tätigkeit des Pepsins aus dem Magen benutzt. Ich bin 
seinem Verfahren im großen und ganzen gefolgt. In wenigen 
Worten war die Versuchsmethodik die folgende: 


300 g rohes Hühnereiweiß wurden mit 573 cem Wasser und 27 com 
a „Salzsäure versetzt. Diese ca. 4°/,ige Lösung wurde filtriert und dann 
in folgender Weise zu Acidalbumin umgewandelt. 1600 ccm dieser Lö- 
sung wurden mit 2640 com Wasser und 800 cem ®/,-Salzsäure zusammen- 
gegossen und die Mischung 22 Stunden hindurch auf 37° gehalten; dann 
wurden 30 com 5 n-Salzsäure zugegeben und 4 Stunden später noch 
50 ccm 5 n-Salzsäure, wonach die Mischung nach 23 Stunden der Tem- 
peratur von 37° ausgesetzt wurde. Die so erhaltene Acidalbuminlösung 
war opalescierend und von etwas gelatinöser Konsistenz, enthielt keinen 
eigentlichen Niederschlag und ließ sich leicht genau abpipettieren. 

Für jeden Versuch, wie aus der Tabelle hervorgeht, wurden 25 cem 
dieser Acidalbuminlösung mit einer passenden Menge Natriumhydroxyd- 
lösung, so daß die Wasserstoffionenkonzentration der Flüssigkeit die ge- 
wünschte wurde, 10 cem von den im vorigen Abschnitt beschriebenen dia- 
lysierten Hefepreßsaft und so viel Wasser, daß das Gesamtvolumen 
100 cem betrug, angewendet. Als Antisepticum wurde Chloroform benutzt. 
Die Versuchsflüssigkeiten hatten mithin alle dieselbe Chloridionenkon- 
zentration (eine einfache Rechnung ergibt, daß sie etwa 0,07n beträgt), 
wogegen, wie in der Tabelle 7 zu sehen ist, die Menge des Natrium- 
hydroxyds und damit die Wasserstofflionenkonzentration in den verschie- 
denen Versuchsflüssigkeiten verschieden war. 

Die Versuchsflüssigkeiten wurden in mit Bleigewichten versehenen 
Erlenmeyerkölbehen von 100 cem gegossen, welche in einen mit Toluol- 
regulator versehenen Wasserthermostaten von 37° Temperatur gestellt 
wurden. Ich habe die Flüssigkeiten nicht vor dem Eingießen des 
Enzyms erwärmt, die Enzymmenge war so gewählt, daß die Reaktion 
so langsam vor sich ging, daß ein Fehler von einigen Minuten in der 
Versuchszeit keine Rolle spielte. Zu bestimmten Zeiten und nach un- 
mittelbar vorhergehendem Umschütteln wurden Proben von je 15 cem 
entnommen, welche in. 100 cem-Meßkolben, die in Eiswasser standen, 
eingegossen wurden. So viel Natronlauge, daß sümtliche Proben auf 
Lackmuspapier neutral reagierten, wurden zugesetzt, und danach wur- 
den sie mit 5 ccm 10°/,iger Caleiumchloridlösung und 10 ccm nach 
H. Schjerning?) dargestellter Stannochloridlösung unter gutem Um- 
schütteln gefällt. Die Meßkolben wurden mit Wasser bis auf die Marke 


1) Sörensen, Enzymstudien II, 1. e. 290 f. 


2) H. Schjerning, Zeitschr. f. analyt. Chemie 37, 416, 1898. 
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nachgefüllt und bis zum nächsten Tag hingestellt. Jetzt wurde filtriert 
und in 25 ccm des Filtrates der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 
Jetzt enthielt das Enzympräparat eine gewisse Menge durch Stanno- 
chlorid fällbaren Stickstoffis. Diese ist jedoch im Verhältnis zu dem des 
Acidalbumins klein und ist im Resultat einberechnet. In der Tabelle ist 
das Resultat als „P/,gespaltenes Acidalbumin“ angegeben. Angenommen, es 
sei also im Anfang des Versuchs die totale fällbare Stickstoffmenge a mg 
und die Zunahme des löslichen Stickstoffs b mg, so ist das in der Tabelle ge- 


gebene Resultat als are berechnet. 


Die zweite Methode zur Verfolgung der peptischen Ver- 
dauung, deren ich mich bedient habe, ist die Verflüssigung 
von Thymolgelatine, und zwar in der Ausführungsweise von 
Palitzsch und Walbum!). Betreffs der Versuchsmethode ver- 
weise ich auf deren Arbeit, und ich will nur mit einigen 
Worten das Hauptsächlichste referieren: 


Die Gelatinelösung wurde folgendermaßen - dargestellt: 700 g eng- 
lischer Gelatine wurden in 1250 g lauwarmem Wasser gelöst. Die zähe 
Flüssigkeit wurde durch ein Sieb gegossen und ca. 2g in Wasser emul- 
sioniertes Thymol zugesetzt. Schließlich wurde die Lösung mit warmem 
Wasser bis zu 2000 cem aufgefüllt und im Eisschrank aufbewahrt 

Diese Stammlösung enthielt in 1 g 49 mg Stickstoff. 

Kurz vor Anwendung der Gelatine wurden 200 g der Stammlösung 
abgewogen und bis zu 1 Liter mit Wasser verdünnt. In einigen Fällen 
(Tabelle XIV, Tabelle XVID war das Wasser mit „Puffern“, d. h. Phos- 
phatmischungen versetzt, um konstante Wasserstoffionenkonzentration 
zu haben. Dies wird näher bei den Tabellen besprochen. 

Zu jedem Versuch wurden, wo nicht anders angegeben ist, 40 oem 
Gelatinelösung genommen und mit Enzymlösung, Salzsäure bzw. Natron- 
lauge und so viel Wasser versetzt, daß das Volumen der Versuchsflüssig- 
keit 50 cem betrug. Die Versuchsflüssigkeiten wurden in mit Baumwolle 
verschlossenen Erlenmeyerkölbehen gegossen, die wie bei den anderen 
Versuchen in einem Wasserthermostat von 37° standen. Bei diesen Ver- 
suchen wurde das Übrige durch Stehen in dem Thermostat auf 37° er- 
wärmt, ehe die Enzymlösung zugefügt wurde. 

Nach Verlauf der in den Tabellen angeführten Zeiten wurde jeder 
Mischung eine Probe von 5 cem entnommen und in dünnwandige Re- 
agensgläser abpipettiert, die vorher durch Stehen im Eiswasser abgekühlt 
waren. Beim Arbeiten mit dem Hefepepsin war es nicht notwendig, die 
Flüssigkeiten zuerst neutral zu machen, denn Vorversuche zeigten, daß 
die Erstarrungsfähigkeit der Gelatine durch Stehen mit Salzsäure bei 
37° in keiner Weise beeinflußt wurde. Aber beim Studium des im 
folgenden Kapitel behandelten Enzyms, der Hefetryptase, wo sich die 


1) Palitzsch und Walbum, diese Zeitschr. 47, 1, 1912. 
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Verdauungsreaktionen in alkalischer Lösung abspielten, mußten die 
Proben zuerst neutralisiert werden. Dies geschah in der Weise, daß 
die Reagensgläser vorher mit einer berechneten Menge Salzsäure und 
Wasser, zusammen 1 ccm, versetzt wurden. 
Nach gutem Schütteln wurde die neutralisierte Gelatinemischung 
15 Minuten lang ohne Schütteln abgekühlt, wonach die Konsistenz be- 
urteilt wurde. Um Kurven über die Versuchsergebnisse angeben zu 
können und die Übersicht zu erleichtern, ist diese Beurteilung in Zahlen 
ausgedrückt. Die Verfasser bedienen sich 12 verschiedener „Verflüssi- 
gungsgrade“, ich habe nur 7 davon genommen, und die Zahlen be- 
deuten: 
0 = vollständig starr. 
1 = starr, kann aber durch starkes Schütteln ein wenig los- 
gerissen werden. 
2 = starr, aber die Oberfläche bewegt sich beim Sichütteln. 
3 = weich. 
4 = halbflüssig. 
— beinahe flüssig. 
== dünnflüssig. 


Mit einiger Übung war es sehr leicht, diese verschiedenen Stadien 
zu unterscheiden. Man kann ja die Methode nicht als absolut quanti- 
tativ ansehen, aber sie hat mir außerordentlich gute Dienste geleistet. 
Bei sehr alkalischen Lösungen versagt sie jedoch, denn die Behandlung 
mit Alkali allein, wie Palitzsch und Walbum!) ausführlich gezeigt 
haben, scheint ja die Erstarrungsfähigkeit der Gelatinelösungen im hohen 
Grade zu beeinflussen. Im Kapitel IV werde ich diese Sache näher er- 
örtern. 


Die Wasserstoffionenkonzentration wurde elektro- 
metrisch und mit genau denselben Versuchsanordnungen, wel- 
cher Sörensen?) sich bedient hat, gemessen. Während der 
Reaktion veränderte sich diese nur unbedeutend. Die colori- 
metrische Methode war weniger geeignet, doch habe ich diese 
im Abschnitt D und E benutzt, um zu kontrollieren, ob die 
Wasserstoffionenkonzentration in den verschiedenen Proben 
dieselbe war. Die Versuchsanordnungen waren dieselben wie 
die in Enzymstudien II beschriebenen. 

Um die Anfangskonzentration der Wasserstoflionen sowohl 
bei den Acidalbumin- als bei den Gelatineversuchen zu er- 
mitteln, habe ich Kontrollösungen gemacht, die anstatt frische, 
gekochte Enzymlösungen enthielten. In diese Flüssigkeiten 

1) Palitzsch und Walbum, l. ce. 


2) Sörensen, Enzymstudien II, 1. e. 
10* 
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wurden die Wasserstoffionenkonzentrationen dann elektro- 
metrisch gemessen. 

In vielen Fällen habe ich mich der „Puffer“ bedient, um 
die Wasserstoffionenkonzentration in den Flüssigkeiten konstant 
zu halten und zwar mit größtem Vorteil Mischungen von se- 
kundärem Natriumphosphat und primärem Kaliumphosphat 
(Na,HPO,, 2 H,O und KH,PO, nach Sörensen, Kahlbaums 
Präparate) benutzt. 


C. Die optimale Wasserstoffionenkonzentration des 
Hefepepsins. 


In Tabelle VII ist ein Versuch mit Acidalbumin ange- 
geben. Es muß jedoch zuerst gesagt werden, daß sich bei diesen 
Versuchen viele Schwierigkeiten darboten. Der Hefepreßsaft 
greift nur, wie schon Hahn +) beobachtet hat, Eieralbumin mit 




















[7 10 20 30 ‚vo 50 6? 7 
Verdauungszeit in Stunden 
Fig. 6. 


Schwierigkeit an. Bei meinen Versuchen zeigte sich auch, daß 
in einigen Fällen der Hefepreßsaft, der übrigens an Tryp- 
tase und Ereptase sehr reich war, Acidalbumin gar nicht 
spaltete.e Das in der oben beschriebenen Weise dargestellte 
Acidalbumin ist auch nur bei Wasserstoffionenkonzentrationen 





1) Buchner-Hahn, Die Zymasegärung. l. c. 
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größer als py: = 6 entprechend löslich, denn bei kleineren fällt 
es in Flocken aus. Um die Wasserstoffionenkonzentration kon- 
stant zu halten, habe ich Mischungen von primärem und se- 
kundärem Phosphat zusetzen müssen, besonders in den Ver- 
suchen 1—4. Bei 5 und 6 war dies wohl nicht nötig, aber 
größerer Gleichförmigkeit wegen habe ich auch da primäres 
Phosphat zugesetzt. 


Tabelle VII. 


25 ccm Acidalbumin -/-?/,-NaOH +- 20 cem ®/,-Phosphat is cem sek. 
+ p ccm prim.) + 10 cem Enzymlösung -+ chloroformhaltiges Wasser 
= 100 ccm. 

Die Acidalbuminlösung enthielt pro cem 1,9 mg Totalstickstoff. 




















Das Enzympräparat n n » 0,75 » n 
t = 37°. 
m | 15 9 3 4 5 6 
s+ n: 10- 10 2⁄4 + 17,6l0,5 + 19,5 0+20 0420 | 0 +20 
cem®/,-NaOH:] 24,0 | 23,5 23,4 23,3 20,0 | 10,0 
Pr: 6,8 66 1 55 | 48 4,0 3,2 
®/, neugebildeten durch Stannochlorid nicht fällbaren 
Stickstoffes 
a í 0 0 | o | o 0 0 0 
== J10 O 0 | 190 23,0 49 | 0 
2 5120 0 | 5,6 30,4 | 342 | 89 | 0 
2 |44 0 11,0 41,8 | 494 | 15,2 0 
68 0 15,0 45,6 | 57,0 19,0 0 


In Fig. 6 sind die Ergebnisse der Versuche in der Ta- 
belle VII graphisch dargestellt. Als Abszisse ist die Zeit, als 
Ordinate die Prozente neugebildeten, durch Stannochlorid nicht 
fällbaren Stickstoffs, mit anderen Worten die Prozente gespal- 
tenen Eiweißes, gewählt. 

Aus der Fig. 4 kann die Zeit entnommen werden, in der 
in den verschiedenen Fällen dieselbe Menge des Eiweißes, hier 
10, 15 und 30°/,, gespalten ist. Werden jetzt diese Werte 
als Ordinaten und py. als Abszisse in einem Diagramme (Fig. 7) 
dargestellt, so erhalten wir Kettenkurven, deren Minimum die 
optimale Wasserstoffionenkonzentration für die Tätigkeit des 
Hefepepsins darstellt. Das Optimum liegt bei py = ca. 4,8. 


1) Das Acidalbumin war hier in Flocken ausgefallen. 
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Ich veröffentliche nur dieses einzige Beispiel: wiederholte 
Versuche gaben dasselbe Resultat. 





Thymolgelatine scheint viel leichter als Eieralbumin ab- 
gebaut zu werden, wie es auch Hahn gefunden hat. In der 
Tabelle VIII und Fig. 8 sind einige Versuche hierüber wieder- 
gegeben. In Fig. 8 ist der nach Palitzsch und Walbum 
gewählte Verflüssigungsgrad der Gelatine nach einer gewissen 
Versuchszeit als Ordinate und py. als Abszisse gewählt. 


Tabelle VII. 


40 com Gelatine + 10 cem Enzym + a cem a/,-HCI + b cem ?/,-NaCl 
(a + b = 4 com) + Wasser — 60 ccm. 


1 cem Gelatine enthielt 36,3 mg Totalstickstoff. 





























1 +  Hefepreßsaft » 08 » r 
¿== 879. 
com s - HO: |40 16 |12 l0 8 os |o2 | — 
com ®/,-NaC:| — 24 28 30 Ä 3,2 | 3,5 | 38 | 40 
a | 
PH: : | h 
(elektrometrisch | 2,10 | 3,20 : 3,81, 4,12 | 4,42 | 4,90 | 5,61 | 6,65 
gemessen) í 3 48. = u yk ee, ñ 
| Verflüssigungsgrad der Gelatine 

s Š 0 1 1 b | 8: | š | 3 1 2 

$ "E 0 1 3 a SEE 3 3 

ç$ sa 0 2 4 5 5 | 5 | 4 |(6 

P 35 0 3 5 6 6 5, (6 (6) 
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Aus der Fig. 8 geht hervor, daß die Verflüssigung bei 
Pu —ca.4,5 am schnellsten eintritt. Sämtliche Kurven haben 
hier ein Maximum. Doch scheint es, als ob eine Verflüssigung 
auch beim Neutralpunkt eintritt. Was dieses bedeutet, wird 
im nächsten Kapitel näher erörtert. 
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Fig. 8. 


Wir können also sagen, daß die optimale Wasserstoffionen- 
konzentration für die Spaltung von Acidalbumin zu Pep- 
tonen, ebenso für die Verflüssigung von Thymolgelatine bei 
Pr: = 4 bis 4,5 liegt. Der Wert der optimalen Wasserstoffionen- 
konzentration der Acidalbuminspaltung deckt sich jedoch nicht 
vollständig mit dem der Gelatineverflüssigung. Doch ist der 
Unterschied verhältnismäßig klein, und wenn es auch verschie- 
dene Enzyme wären, die diese Wirkungen hervorrufen, so ge- 
hören sie doch zu derselben Gruppe: der Pepsingruppe. Dieser 
Wert, Pp = 4 bis 4.5. stellt also die optimale Wasserstoffionen- 
konzentration für die Tätigkeit des Hefepepsins dar. Hierin 
unterscheidet dieses sich von dem Pepsin des Magensaftes, 
dessen Optimum nach Sörensen +) bei pp = 1,5 liegt. 

Ich habe keinen Versuch gemacht, die Reaktionskinetik 
zu deuten, denn diese Spaltungsvorgänge sind ja so kompli- 
ziert, daß wir sie nicht ganz überblicken können. 

Ebensowenig habe ich aus denselben Gründen im Sinne 
Michaelis’ die Dissoziationsverhältnisse nicht zu bestimmen 
versucht. 


1) Sörensen, Enzymstudien II, I. c. — Vgl. auch S. Okada: 
Biochem. Journ. 10, 126, 1916. 
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Um jede Verwechslung zu vermeiden, schlage ich hier vor, 
dieses Enzym, das wohl mit der „Peptase“ Vines’ identisch 
ist, Hefepepsin zu nennen. 


D. Die Beziehung zwischen optimaler Wasserstoffionen- 
konzentration und optimaler Temperatur für das 
Hefepepsin. 


Palitzsch und Walbum!) haben die Beziehung zwischen 
optimaler Temperatur und optimaler Wasserstoflionenkonzen- 
tration des Pankreastrypsins eingehend studiert und dabei ge- 
funden, daß mit steigender Temperatur die optimale Wasser- 
stoffionenkonzentration gegen die saure Seite hin verschoben 
wird. Dasselbe hat A. Compton?) neuerdings für Maltase 
gefunden. 

Die folgenden Versuche sind ganz ähnlich wie die im 
vorigen Abschnitt beschriebenen. Der Einfachheit wegen habe 
ich nur die Gelatinemethode gebraucht. Man findet vier ver- 
schiedene Versuchsserien, die sich voneinander nur darin unter- 
scheiden, daß die Digestionsprozesse bei verschiedenen Tem- 
peraturen sich abspielten, nämlich bei 16°, 26°, 37° und 459. 


Tabelle IX. 


Die optimale Wasserstoffionenkonzentration des Hefe- 
pepsins bei verschiedenen Temperaturen. 


25 ccm Gelatine (200 g Stammlösung pro 500 cem) + x cem Enzym 
+ a com */,-HC} -+ Wasser — 60 ccm. 


Das Enzympräparat enthielt 1,4 mg Totalstickstoff pro cem. 











10 cem Enzym t= 16° 
Nr. | 1 2 PTI iA 5 u, 
cem ®/,-HCl: 32 | 24 20 1.6 1,0 | 04 
Pr: 32, B8 4.1 4.4 49 56 
| Verflüssigungsgrad 
wu. — | = = "I T E 75 a 
SEES 60 1 2 21) 2 ae E, 
$ H 120 EE TAE u 
2831300 2 3 3.1 9 a, | 2 


1) Palitzsch und Walbum, I. c. 
2) A. Compton, Proc. Roy. Soc. 88, 408, 1915. 
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Fig. 9. 
Tabelle X. 

5 cem Enzym t= 26° 

i rer er 4 5 | 6 

32 | 24 20 1,6 | 1,0 0,4 

3,2 | 3,8 41 | 44 49 5,6 

Verflüssigungsgrad 

a 1 1 Hh | 2 1 0 

1 2 2 | 2, | 2 1 

2 S. a 3 2 

2 4 | |o J £ | a 

Fig. 10. 
Tabelle XI. 
2,5 ccm Enzym t= 37° 
Me ie 2 8 J -g pe. We ` 
cem */,-HCl: | 3,2 24 | 20 | 16 1,0 0,4 
Pr: se | 38 | a 4,4 4,9 5.6 
| Verflüssigungsgrad 

| 2 | 2 m | 1 

528) 0 3 | 3 | 2° 2 
a3 5| 120 4 4 | 3 8 

ES2S| 300 saqi sS e "u ee 
Š 600 6 6 6 | 6 
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Fig. 11. 
Tabelle XII. 
2,5 com Enzym , t= 45° 
Bee ae een 
com" HO: | 32 | 24 20 | 16 10 | 04 
PE 39 | 38 | 41 | 44 49 | 56 
Verflüssigungsgrad 
š re 
3 3 | | 3 3 
=s | 4 4 
$ j 6 6 














Fig. 12. 


Wie ich schon im vorigen Abschnitt gesagt habe, gibt es wahr- 
scheinlich noch ein Enzym, das auch Gelatine zu verflüssigen 
vermag und dessen Optimalpunkt bei pz-= 7 liegt. Aus den 
übrigen Tabellen und Figuren geht auch hervor, daß diese 
zwei Enzymwirkungen, Pepsin- und Tryptasewirkung, inein- 
andergreifen, und daher wird das Resultat verschoben. Wir 
können jedoch deutlich merken, daß der Optimalpunkt des Pep- 
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sins bei allen untersuchten Temperaturen bei pp = 4,2 bis 4,5 
liegt. Aus den Fig. 10, 11 und 12 kann man schen, daß die 
optimale Wasserstoffionenkonzentration sich ein wenig mit stei- 
gender Temperatur gegen die saure Seite hin verschiebt. “Doch 
allerdings sehr unbedeutend und nicht mit so großen Werten, 
wie Palitzsch und Walbum für das Trypsin gefunden haben. 

Was die Ursache zu dieser Verschiebung des Optimalpunktes 
ist, ist schwer zu sagen. Es könnte die Dissoziation des Enzyms 
bei verschiedenen Temperaturen verschieden sein, oder auch 
die Enzymzerstörung könnte bei höherer Temperatur in Flüssig- 
keiten, wo die Konzentration der Hydroxylionen größer ist, 
viel schneller als bei niedriger vor sich gehen. Wahrscheinlich 
spielen diese beiden Faktoren, Dissoziation und Selbstzerstörung 
des Enzyms, zugleich eine Rolle. 


E. Die Einwirkung von Neutralsalzionen auf das 
Hefepepsin. 


Bei dieser Untersuchung habe ich mich nur der Gelatine- 
methode bedient. Wie ich im vorigen Abschnitt gezeigt habe, 
liegt die optimale Wasserstoffionenkonzentration des Hefepepsins 
bei Pg = 4,5. Bei dieser Wasserstoffionenkonzentration sind 
auch sämtliche Versuche angestellt. Sie sind ganz ähnlich 
wie im vorigen Abschnitt ausgeführt. Ich habe auch hier eine 
konzentriertere Gelatinelösung (200 g Stammlösung auf 500 ccm 
verdünnt) angewendet und die fehlende Menge Wasser durch 
Salzlösungen ersetzt. 

Es zeigte sich, daß beim Zusetzen von mehr Salz, als ca. 
1n auf die Flüssigkeit berechnet, die Resultate unsicher aus- 
fielen. Die Gelatine wurde nämlich teilweise ausgesalzen, und 
die Flüssigkeiten erstarrten sehr schwer. Aber bei Salzkon- 
zentrationen niedriger als 1n hatte das zugesetzte Salz keine 
Einwirkung auf die Erstarrungsfähigkeit der Gelatine. 

In der Tabelle ist unter dem Namen des Salzes die Kon- 
zentration desselben in der ganzen Flüssigkeit angegeben. In 
den meisten Fällen ist die Salzkonzentration 0,4 n gewesen, 
für einige Salze, wie Chlorkalium, ist die Konzentration von 0,1 n 
bis 0,8 n variiert worden. Nur in einem Falle, als Magnesium- 
chlorid zugesetzt war, wurde die Enzymwirkung zu einem größe- 
ren Betrag gehemmt. Möglicherweise bedeutet dies nur, daß 
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eine Aussalzung von dem Enzym stattgefunden hat. Bei der 
Hefenereptase (siehe unten) habe ich dasselbe gefunden. 

Natriumsulfat, Kaliumnitrat und Kaliumbromid hemmen 
die Reaktionsgeschwindigkeit ein wenig und merkkar mehr 
als die anderen Neutralsalze. Diese Tatsache steht möglicherweise 
in Zusammenhang mit den quellungshemmenden Eigenschaften 
dieser Salze. [Vgl. die Diskussion in Kapitel II, Abschnitt C]'). 

Übrigens kann als ein allgemeines Urteil gesagt werden, 
daß, abgesehen von kleineren Schwankungen in den Versuchs- 
ergebnissen, Neutralsalze bei diesen Konzentrationen keinen 
bedeutenden Einfluß auf die Gelatine verdauende Tätigkeit des 
Hefepepsins haben. 

Dieses negative Resultat ist aber von besonderer Wichtig- 
keit. Denn man könnte ja den Einwand gegen die Resultate des 
vorigen Abschnittes über die optimale Wasserstoffionenkonzen- 
tration für das Hefepepsin erheben, daß nicht nur die Wasser- 
stoffionen, sondern auch andere positive oder negative Ionen 
hemmende oder befördernde Wirkungen auf die proteolytischen 
Enzyme der Hefe haben. Dieser Versuch zeigt aber deutlich, 
daß dies nicht der Fall ist. Neutralsalzionen, die die Wasser- 
stoffionenkonzentration nicht verändern, haben in mäßigen Kon- 
zentrationen keinen Einfluß auf die Wirksamkeit des Hefe- 
pepsins. Dagegen ist die Konzentration der Wasserstoflionen 
von einer fundamentalen Bedeutung für die Wirkungen der 
proteolytischen Enzyme der Hefe. 


IV. 
Die Hefetryptase. 


Als ich das Hefepepsin und die Hefenereptase näher studiert 
hatte, war ich anfangs der Ansicht, daß die Wirkungen der 
Hahnschen „Endotryptase* nichts anderes als gleichzeitige 
Wirkungen dieser beiden Enzyme wären. Während der folgen- 
den Arbeit mußte ich aber diese Ansicht modifizieren und 
konnte die Ergebnisse Hahns bis zu einem gewissen Grad be- 
stätigen?). 


1) Ringer, Koll. Zeitschr. 19, 253, 1916. 
2) Neuerdings hat Okada, Biochem. Journ. 10, 130, 1916, die opti- 
male Wasserstoffionenkonzentration für die trypsinähnlichen Wirkungen 
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Oben habe ich gezeigt, daß die Verdauung des Hefen- 
eiweißes und ebenso die des Acidalbumins nur in einem Gebiet 
der Wasserstoffionenkonzentration, py = 4 bis pẹ == 6 vor sich 
geht. In neutraler oder alkalischer Lösung werden das Acid- 
albumin und das Hefeneiweiß gar nicht angegriffen. 

Beim Benutzen der Verflüssigung von Gelatine als Reagens 
auf die peptonisierenden Enzyme der Hefe fand ich aber, dab 
Verflüssigung sowohl in saurer wie in schwach alkalischer Lösung 
eintrat. Im ersten Falle war die optimale Wasserstoffionen- 
konzentration gleich py- = 4,5, also etwa dieselbe wie für die 
Acidalbuminverdauung, im anderen Falle war sie gleich pyp = 7, 
und dazwischen lag ein Minimum in der Verflüssigungs- 
geschwindigkeit. 























Fig. 13. 


In der Tabelle XIV und der Fig. 13 sind einige genane 
Versuche hierüber angegeben. Die Versuchsmethodik ist schon 
im vorigen Kapitel beschrieben. Ich habe hier Phosphat- 
gemische als „Puffer“ zusetzen müssen, weil Vorversuche, bei 
denen einige Tropfen von Neutralrot, Naphtholphthalein oder 
einem anderen Indicator zugesetzt waren, zeigten, daß in den 
ersten Minuten die Flüssigkeit etwas saurer, danach aber sehr 
schnell viel alkalischer wurde. Dies deutet darauf hin, daß die 


des pflanzlichen Enzymes, Takadiastase, studiert. Er bediente sich 
derselben Versuchsmethoden, die Michaelis und Davidsohn, diese 
Zeitschr. 36, 280, 1911, benutzten, nämlich die Spaltung von Witte- 
pepton. Er fand dabei bei 37° den Wert, [H)=8,5-10-®. In der 
Takadiastase scheint also ein Enzym vorhanden zu sein, das der 
Hefetryptase sehr ähnelt. Auch Neutralsalze in mäßigen Konzentra- 
tionen sollen die Wirkungen dieses Enzyms nicht beeinflussen. 
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Gelatine in alkalischer Lösung viel tiefer als in saurer ab- 
gebaut wurde. Im letzteren Falle verändert sich die Wasser- 
stoffionenkonzentration nur wenig während der Reaktion. 

In der Tabelle XIV sind die in den Versuchsflüssigkeiten 
vorhandenen Mengen »/, -Natronlauge bzw. Salzsäure, und m, 
primäres oder sekundäres Phosphat (s cem sek. +4 p prim.) an- 
gegeben. Wie Palitzsch und Walbum gezeigt haben, muß 
man die alkalischen Gelatineproben vor der Analyse neutra- 
lisieren, um einen richtigen Erstarrungspunkt zu erhalten. Ich 
habe dies in derselben Weise wie sie ausgeführt. 

Betrachten wir jetzt die Fig. 13, welche Fig. 8 ähnlich ist. 
Als Ordinate ist der Verflüssigungsgrad der Gelatine nach einer 
bestimmten Versuchszeit und als Abszisse sind die zugehörigen 
Werte von py gewählt. Kurven für 30, 60, 90 und 120 Minuten 
sind eingezeichnet worden. Bei py =etwa 4,5 haben wir ein 
Maximum, das deutlich die optimale Wasserstoffionenkonzentration 
des Hefepepsins anzeigt. Bei ppr—6 ist ein Minimum und bei 
Pr 7,0 ein neues Maximum. Es muß sich hier um eine Enzymwir- 
kung handeln, denn diese Erscheinung kann nicht von der Einwir- 
kung des Alkalis auf die Gelatine herrühren. Denn jede Probe 
wurde vor der Analyse genau neutralisiert, und Kontrollproben, 
die mit gekochter Enzymlösung versetzt waren, erstarrten nach 
der Neutralisation und Abkühlung gleich schnell und gleich 
gut, wenn die Wasserstoffionenkonzentration nicht kleiner als 
pn:==8 war. Bei etwa pyp = 8 haben die Kurven ein neues 
Minimum und steigen dann wieder. Doch sind die Bestim- 
mungen in diesem Gebiet nicht zuverlässig, denn das Alkali 
allein scheint die Gelatine in solcher Weise zu verändern, daß 
sie schwieriger erstarrt. Daher ist es das sicherste, nichts Be- 
stimmtes darüber zu sagen, warum die Kurven hier steigen. 

Das Maximum bei py. = 7,0 kann aber nur bedeuten, daß 
in dem Hefepreßsaft außer dem Hefepepsin noch ein proteoly- 
tisches Enzym vorhanden ist, das Thymolgelatine nicht nur ver- 
flüssigen, sondern auch viel tiefer abzubauen vermag. Denn in 
der Versuchsflüssigkeit waren große Mengen formoltitrierbaren 
Stickstoffs neugebildet worden, was nicht in saurer Lösung durch 
die Einwirkung des Hefepepsins eintrat. Dies zeigt die kleine 
Tabelle XV. 
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Tabelle XV. 


a) 40 cem Gelatine (vgl. Tab. VIII) +- 10 cem Enzym + Wasser = 60 cem. 
Pu: = 6,7 im Anfang; wurde aber größer während der Reaktion. 
b) dasselbe + 5 cem ®/,-HCI — 60 com. 


pg: 4,2 (ziemlich konstant gehalten). t= 37° 





in Stunden 





Verdauungszeit | °/, freigemachter Aminostickstoff 








a b 

1 2,0 | 0,0 
2 5,1 | 0,0 
6 9,0 2,0 
20 14,3 3,0 


Hier müssen wir jedoch bedenken, daß bei a) auch die Peptid- 
spaltung teilweise durch die Hefenereptase bewirkt werden kann. 

Das hier gefundene Enzym verhält sich also dem Pankreas- 
trypsin ähnlich, nur mit dem Unterschied, daß die optimale 
Wasserstoffionenkonzentration des ersteren Enzyms bei pg = 7, 
während die des letzteren bei pg = 81) liegt. 

Eine weitere Stütze für die Annahme einer derartigen 
Hefetryptase gibt das Verhalten des Hefepreßsafts gegenüber 
Witte-Pepton. In der Tabelle XVI und Fig. 14 sind einige Ver- 
suche hierüber angegeben. 

Die Peptonlösung wurde in folgender Weise hergestellt: ca. 40 g 
Pepton (Witte) wurden in 1 1 destilliertem Wasser in einer Schüttel- 
maschine 2 Stunden geschüttelt. Die Lösung wurde dann auf einem 
Wasserbade mit Tierkohle erhitzt und dann abfiltriert. Zu dem hell- 
gelben, klaren Filtrat wurde so viel ?/,-Salzsäure zugesetzt, daß eine Probe 
die Wasserstoffionenkonzentration py- —7,0 entsprechend angab. Die 
Lösung wurde nach Zusatz von Chloroform im Eisschrank aufbewahrt 
und war wochenlang haltbar, ohne Niederschläge und mit konstanter 
Wasserstoffionenkonzentration. 

Im Erlenmeyerkölbchen von 150 ccm setzte ich zu 30 cem 
Peptonlösung so viel "/,-Salzsäure oder Natronlauge, wie nach 
Vorversuchen zum Erreichen der gewünschten Wasserstoffionen- 
konzentration notwendig war, 20ccm "%/,-Phosphatlösung als 
„Puffer“ (s cem sek. +p cem prim.), 10 ccm Hefepreßsaft und 
so viel destilliertes Wasser, daß das Volumen der Flüssigkeit 
genau 100 cem betrug. Als Antisepticum wurde Chloroform 
benutzt. Die Versuchstemperatur war wie früher 37°. 


1) Michaelis und Davidsohn, diese Zeitschr. 36, 280, 1911. 
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Nach den in der Tabelle angegebenen Zeiten wurden Proben 
von je 15 cem entnommen, die Phosphorsšure wurde beseitigt 
und dann der neugebildete Aminostickstoff durch Formoltitra- 
tion bestimmt. (Vgl. Kap.V, E.) 


Tabelle XVI. 
80 ccm Peptonlösung +"/,-HCI(NaOH)-+-20 cem ®/,-Phosphat (seem sek.+p cem prim.) 
+10 ccm Hefepreßsaft -+ Wasser = 100 com. 
1 cem Peptonlösung enthielt 5,9 mg Peptidstickstoff + 0,7 mg formoltitrierbares. 
lccm Hefepreßsaft enthielt 1,2 mg Totalstickstoff. t = 37° 

















Nr. | a 2 BEE 4 =" 7 8 
cem »/,.-HCl: | 40 | 20 1,0 = — = = | — 
com®/,Na0H:| — = (l = = 1,0 2,0 40 | 60 
s+ p: 0 +20 0,5-4+19,5)4-+16 10--10|16+-4|18 + 2|19 + 1 |19,5 +0,5 
Pr: 4,8 5,7 6,4 70 | TANI 77 80 | 88 
| E j DA freigemachter Aminostickstoff — 
sí |+ o 0 0 j 8.19 0 o | o 
E 3 =C 5 8,8 10,4 — 2,0 — — 
2) ó 20 | 49 13,8 15,8 5,9 56 | 30 = 
za) 18 82 | 8,8 22,7 24,6 11,8 10,9 | 5,9 3,0 
3 | 28 — 11,8 = 256 | 199 | — | 84 — 
Z U 48 49 | 148 25,0 276 | 14,8 | 148 | 128 7,9 

















“ 50 


20 ‚30 
Verdauungszeif in Stunden 
Fig. 14. 
Biochemische Zeitschrift Band 81. 11 
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Das Resultat ist als „°/ọ freigemachter Aminostickstoff* 
angegeben, d. h. wenn die ursprüngliche Menge von nicht formol- 
titrierbarem Stickstoff a und der nach einer gewissen Zeit 
daraus freigemachte Aminostickstoff b ist, bedeuten die Zahlen 


in der Tabelle ae 





Das Enzympräparat enthält auch ein 


wenig Peptidstickstoff, und dies ist in a mitgerechnet. 

Es ist zuerst auffallend, daß die Spaltung nicht vollständig 
verläuft. Im günstigsten Falle sind nur etwa 25°/, des Peptid- 
stickstoffs in Aminostickstoff umgewandelt. Wiederholte Ver- 
suche gaben dasselbe Resultat; anfangs ging die Verdauung 
relativ schnell vor sich, wurde dann aber gehemmt, wenn 
höchstens 40 bis 50 °/, der Peptidbindungen gelöst waren. Zu- 
gabe von mehr Enzym hatte nur eine sehr kleine Wirkung. 


t 
nn 


8 


à 
i in Stunden, wenn ac 96 Stiekstof Jreigemacht 7 sind. 
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Aus der Fig. 14 sind die Zeiten entnommen, die zu der 
Spaltung von 5,10 und 20°/, des Substrates nötig sind und 
in der Fig. 15 als Ordinaten eingetragen. Die zugehörigen 
Werte von py sind Abszissen. 

Die Minimumpunkte dieser Kurven Hoden also bei der 
optimalen Wasserstoffionenkonzentration dieses Enzyms, und 
zwar, wie wir sogleich sehen können, bei py = 6,9. Vergleichen 
wir diesen Wert mit dem mittels der Verflüssigung von Gela- 


Studien über die proteolytischen Enzyme der Hefe usw. 157 


tine erhaltenen, so können wir sagen, wenn man die Versuchs- 
fehler mit berücksichtigt, daß beide fast identisch sind. 

Aller Wahrscheinlichkeit nach werden also die zweite Ver- 
flüssigung von Gelatine und die Spaltung von Witte-Pepton von 
einem trypsinähnlichen Enzym bewirkt. Dieses Enzym sollte also 
die Hahnsche „Endotryptase“ im engsten Sinn sein. Doch 
was Hahn und seine Nachfolger mit diesem Namen bezeichnet 
haben, ist nichts als die vermeintliche Ursache der gleichzeitigen 
Wirkungen von Hefepepsin, Hefetryptase und vielleicht auch 
Hefenereptase. Der im alkalischen Gebiet liegende Ast der 
Kurven zeigt einen deutlichen Knick bei pp = 7,8. Im nächsten 
Kapitel habe ich gezeigt, daß die optimale Wasserstoffionen- 
konzentration der Hefenereptase, welches Enzym Polypeptide 
in Aminosäuren zerlegt, eben bei py — 7,8 liegt. Wahrschein- 
lich rührt dieser Knick davon her, daß die Ereptase hier am 
meisten wirkt. Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, daß dieser 
Knick eine bloße Zufälligkeit darstellt. 

Es wäre in diesem Falle unnütz, die Reaktionskinetik durch 
irgendeine Formel auszudrücken, da wir es nicht mit einer 
reinen, sondern mit gemischten Enzymwirkungen zu tun haben 
und nicht wissen, in welchem Maße jede Komponente mitwirkt. 

Auch das Casein wird von der Hefetryptase verdaut. Aber 
leider ist das Casein nicht bei allen hier in Frage kommenden 
Wasserstoffionenkonzentrationen löslich. Dergleichen: Versuche 
sind also nicht einwandfrei. Bei meinen Versuchen, die ich 
daher nicht mitanführe, zeigte sich jedoch, daß die optimale 
Wasserstoffionenkonzentration nicht bei pp = 7,8, sondern etwa 
beim Neutralpunkt liegt. 

Daß auch die Hefetryptase von Neutralsalzionen in mäßigen 
Konzentrationen nur sehr wenig beeinflußt wird, zeigt die 
Tabelle XVII. Die Versuchsbedingungen sind dieselben wie in 
der Tabelle XII. 

Dies folgt auch aus den negativen Resultaten der Versuche 
über den Einfluß von Neutralsalzionen auf die Autolyse in der 
Tabelle III, denn die Tryptase ist eines der wirksamsten Enzyme 
bei der Autolyse. 

Wir können dieses Enzym mit folgenden Worten charak- 
terisieren: Die Hefetryptase greift weder das eigene Ei- 
weiß der Hefe noch Eieralbumin an, verdaut aber 

11* 
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Thymolgelatine, Casein und Witte-Pepton, die jedoch 
nicht vollständig zu Aminosäuren abgebaut werden. 
Die optimale Wasserstoffionenkonzentration für die 
Tätigkeit des Enzyms liegt bei pp = 6,9 bis 7,1 bei 37°. 
Hierin unterscheidet es sich also von dem Trypsin 
des Pankreas, für das die optimale Wasserstoffionen- 
konzentration bei pp=8 liegt. 


Tabelle XVII. 
Einfluß verschiedener Neutralsalzionen auf die Tätigkeit 
der Hefetryptase. 


25cem Gelatine (200 g Stammlösung pro 500 cem) + Salzlösung +10 com 
Hefepreßsaft + 3cem ®/, prim. + 7cem m/ sek. Phosphat + Wasser 





























— 60 cem. 
Der Hefepreßsaft enthielt pro cem 0,8 mg Stickstoff. 
Pr=71. t=37!° 

Ne. a SE n NA 
Salz: f Ohne 1, NaCl KCI KNO, | Na,S0, NaClO, 

Konzentration: l Salzzusatz 0,4 0,8 04 04 | 0,4 0,3 

| Verflüssigungsgrad der Gelatine 

Ver- í 60 ee O PS 3870 - 9 É: 

dauungs- $ 120 5 4, 5 15 4 £ | 5 

zeitin Min. 240 6 bi, Si, 6 5 5 6 

V. 


Die Hefenereptase. 
A. Allgemeine Gesichtspunkte. 


Beim Studium des Hefepepsins und der Hefetryptase boten 
sich gewisse Schwierigkeiten dar. Teils waren die Versuchs- 
methoden nicht vollständig genau, teils war es nicht möglich, 
` die verschiedenen Enzymreaktionen ganz voneinander zu isolie- 
ren. Bei dem dritten Enzym, der Hefenereptase, liegt die Sache 
ganz anders. Denn wenn man als Substrat ein einfaches Di- 
peptid verwendet, z. B. Glycylglycin, so wird dieses weder von 
dem Pepsin noch von der Tryptase angegriffen. Bei dieser 
Reaktion können wir ganz sicher sein, daß wir nur die Wir- 
kung der Ereptase verfolgen, und wir können die anderen 
Enzyme des Hefepreßsaftes ganz beiseite lassen. Bei Spal- 
tungen von einem einfachen Dipeptid können wir auch die 
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Wasserstoffionenkonzentration leicht ermitteln, was nicht mög- 
lich wäre, wenn größere Mengen Eiweißstoffe in der Lösung 
wären. 

Die Hefenereptase schien das im Hefepreßsaft haltbarste 
Enzym zu sein, und neu bereitet schien dieser auch viel größere 
Mengen Ereptase als Pepsin oder Tryptase zu enthalten. Dies 
zeigt die verschiedene Geschwindigkeit, mit der verschiedene 
Substrate gespalten werden. 

In dieser Arbeit habe ich die Wirkungen der Hefen- 
ereptase mit denen des Erepsins von Cohnheim verglichen. 
Abderhalden hat dasselbe früher getan und hat die Meinung 
ausgesprochen, daß diese Enzyme identisch seien. 

Diejenigen Forscher, die sich mit Spaltungen von Di- 
peptiden durch Ereptasen beschäftigt haben, legten alle das 
Hauptgewicht auf die Reaktionskinetik. Die wichtigsten Arbeiten 
sind die von Abderhalden!) und seinen Mitarbeitern und die 
von Euler?. Der erstere hat optisch aktive Dipeptide mit 
verschiedenen proteolytischen Enzymen gespalten und die Re- 
aktionsgeschwindigkeit durch Messungen der Drehungsände- 
rungen ermittelt. Er hat gefunden, daß die Reaktion im all- 
gemeinen schneller verläuft, als sie es nach dem monomoleku- 
laren Reaktionsgesetze tun würde. Michaelis hat auch eine 


empirische Formel, k = ln == — + en (nach der gewöhnlichen 


Bezeichnungsweise), aufgestellt. 

Euler hat Glycylglyein durch Erepsin in alkalischer Lö- 
sung gespalten und die Reaktionsgeschwindigkeit in der Weise 
ermittelt, daß er die Veränderungen der elektrischen Leitfähig- 
keit bestimmte. Er hat durchgehend gefunden, daß die mono- 
molekulare Reaktionskonstante gegeu Ende der Reaktion ab- 
nimmt. Er hebt jedoch hervor, daß es eine monomolekulare 
Reaktion sein muß. 

Also haben einerseits Abderhalden und Mitarbeiter, 
andererseits Euler ganz entgegengesetzte Resultate betreffs 


1) Abderhalden und Koelker, Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 
294, 1907. — Abderhalden und Michaelis, ebenda 52, 326, 1907. — 
Abderhalden und Brahm, ebenda 57, 342, 1908 u. a. 

2) Euler, Ark. f. Kemi, Min. o. Geol., Stockholm 1907, No.31 och 39. 
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der Reaktionskinetik erhalten. Unten werde ich zeigen, wie 
dies zu erklären ist. 

Es ist schon von vornherein klar, daß die Wasserstoff- 
ionenkonzentration in der Versuchsflüssigkeit eine hervorragende 
Rolle spielen muß. Dazu kommt, daß bei Spaltungen von 
Dipeptiden diese sich während der Reaktion sehr bedeutend 
verändern kann. Euler hat schon gezeigt, daß die Dis- 
soziationskonstante, K,. für Glyeylglyein, als Säure betrachtet, 
etwa 30mal größer als K, für Glykokoll ist. Es ist ohne 
weiteres ersichtlich, daß bei ein und derselben Natriumhydr- 
oxydmenge die Wasserstoflionenkonzentration viel kleiner am 
Ende als am Anfang der Reaktion sein wird, oder mit anderen 
Worten: die Flüssigkeit wird um so alkalischer, je weiter die 
Spaltung fortschreitet. 

Darum habe ich in dem ersten der folgenden Abschnitte 
die Dissoziationskonstanten von Glyoylglyein und Glykokoll 
bestimmt und theoretisch abgeleitet, wie sich die Wasserstoff- 
ionenkonzentration während einer Spaltung von Glyeylglyein 
verändert, ehe ich die Versuche mit Enzymen vorgenommen 
habe. 

° 
B. Die Dissoziationskonstanten des Glyeylglycins und 
des Glykokolls. 


Durch die Arbeiten von Winkelblech!), Walker?) und 
Lunden?) sind die Dissoziationsverhältnisse der amphoteren 
Elektrolyte klargelegt. Wird z.B. zu Glykokoll eine Säure 
gesetzt, so reagiert es wie eine Base, aber in Mischungen mit 
Alkalihydrat wirkt es als Säure. Aus der Leitfähigkeit und 
dem Hydrolysegrad bei Glykokollsalzen oder Glykokollaten 
haben die genannten Autoren die Dissoziationskonstanten K, 
bzw. K, berechnet. 

Um die Werte für die Dissoziationskonstante des Glycyl- 
glvcins und des Glykokolls zu kontrollieren, welche Werte für 
die vorliegende Arbeit von größtem Interesse sind, habe ich 
hierüber einige neue Bestimmungen gemacht. Ich habe dabei 


1) Winkelblech, Zeitschr. f. physikal. Chem. 36, 546. 1901. 
2) Walker, ebenda 49, 82, 1904; 51, 706, 1905. 
3) Lundén, Medd. f. K. Vet. Ak. Nobel Inst. 1, II, Stockholm 1908. 
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eine andere Versuchsmethode als die eben Genannten gebraucht. 
Anstatt die Leitfähigkeit zu messen, habe ich die Wasserstof- 
ionenkonzentration in Mischungen von Glycylglycin oder Glyko- 
koll und Natriumhydroxyd bzw. Salzsäure bestimmt. 

Die Messungen wurden, wo nicht anders angegeben ist, 
in der folgenden Weise ausgeführt: In Meßkölbchen von 20 cem, 
vorher mit kohlensäurefreier Luft gefüllt, wurden 10 ccm 
0.8n-Glykokollösung (für Glycylglycin 0,4n) mit wechselnden 
Mengen Natriumhydroxyd bzw. Salzsäure vermischt, wonach 
kohlensäurefreies destilliertes Wasser bis zur Marke eingefüllt 
wurde. Die Glykokollkonzentration war folglich überall 0.4 n 
und die Glycylglycinkonzentration 0.2 n. 

In etwa 5 cem der Mischung wurde die Wasserstoflionen- 
konzentration mit Hilfe eines Hassselbalch-Apparates mit 
strömendem Wasserstoff bestimmt (in den Tabellen sind diese 
Werte unter „py“ angegeben). Die Versuchsanordnungen waren 
genau dieselben. die in Sörensens!) „Enzymstudien II“ an- 
gegeben sind. Sämtliche Bestimmungen sind in einem Tempe- 
raturintervall 17.5 bis 18,50 gemacht und nachher auf 18° 
reduziert. 

Wenn die Wasserstoflionenkonzentration bekannt ist, können 
die Dissoziationskonstanten, K, und K,, leicht berechnet wer- 
den. Sei die Anfangskonzentration des Glykokolls a und die 
des Natriumhydroxyds b. so bekommt man, vorausgesetzt, daß 
das vorhandene Natriumglykokollat vollständig dissoziiert ist, 
die Gleichung: 

[H]; [diss. Glyk]’ ° 

undi Qi. ee = aç, 
wenn die Konzentration des dissoziierten Glykokolls gleich der 
des Natriumhydroxyds b gesetzt wird, was jedoch nicht ganz 
zutreffend ist?). 

In derselben Weise gelangen wir für das Glykokollhydro- 


1 Sörensen, l. c. 

2) K. Melander hat eine andere Formel für die Berechnung von 
Dissoziationskonstanten gegeben, diese Zeitschr. 74, 134, 1916. Nach 
meinen Berechnungen gibt diese Formel etwa dicselben Werte der Disso- 
ziationskonstanten von Glycylglycin und Glykokoll, der Unterschied be- 
trägt höchstens 100. 
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chlorid, wenn hier die Konzentration der Salzsäure gleich b 
gesetzt wird, zu der folgenden Gleichung: 
[diss. Glyk] [OH] K 


 [undiss. Glyk] è? 
oder da [OH H wo K, die Dissoziationskonstante des 
Wassers ist: 
K; 
TEIE 
Fe w 


Wie gesagt, ist die Annahme doch nicht ganz korrekt, 
daß alles Glykokollsalz dissoziiert ist. Bezeichnen wir mit « 
den Dissoziationsgrad des Glykokollsalzes, so wird die Glykokoll- 
konzentration nicht b, sondern «-b. Die obigen Gleichungen 
lauten somit: 


K. b 
E a 
: [H] a: b 3 [H] 
K =- = 
eu und X, SB: 


Über den Dissoziationsgrad der Glycylglyein- oder Glyko- 
kollsalze sind keine Bestimmungen ausgeführt. Im folgenden 
habe ich bei den Berechnungen von K, die Werte des Dis- 
soziationsgrades « für Natriumacetat und von K, dieselben 
Werte für Ammoniumchlorid, als die ähnlichsten Fälle, benutzt. 
« ist aus den Werten Kohlrauschs') mit Hilfe der Formel 
«= hy, berechnet. 

¿co 

In den folgenden Tabellen sind die Dissoziationskonstanten 
in zweierlei Weise berechnet, teils unter Anwendung der in 
der Tabelle gegebenen Werte von «, teils unter Annahme, 
daß «—=1 ist. 

Aus der Tabelle XVIII, die Reihe unter „« = 1“, geht 
hervor, daß die Werte von K, mit wachsender Natriumhydr- 
oxydmenge kontinuierlich steigen, was auch unter der Voraus- 
setzung, daß «= 1, zu erwarten ist. Werden aber die Werte 
der Dissoziationskonstanten mit Anwendung der Werte von « 
berechnet, so sinken sie mit wachsender Natriumhydroxvd- 

1) Kohlrausch und Holborn, Das Leitvermögen der Elektro- 
lyte, 1898. 
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konzentration. In der Tabelle XVI, wo die Natriumionen- 
konzentration überall dieselbe und folglich «œ konstant ist, 
sinken oder steigen die Werte von K, nicht. Die willkürlich 
gewählten Dissoziationsgrade « scheinen also nicht zu passen. 


Tabelle XVIII’). 


1. Glykokoll. 
K, bei 18°, 
Glykokollkonzentration (u) =: 40 >< 107°. 


























| waon | A K, >< 1010 
x N a 
Nz: BE PH für NaAc| „_ Ay FRE ER er 
1 1 8345 | 091 1,06 | 1,16 1,06 
2 2 8,635 0,88 1,05 | 1,19 1,06 
3 3 8,822 0,86 1,05 | 1,22 1,06 
4 4 8,956 ) 0,83 1,09: | -1,23 1,05 
5 6 9,156 4 1,01 | 1,23 1,03 
6 8 9,316 = 0,98 1,21 1,01 
7 10 9,426 0,79 09 | 1,25 1,08 
8 15 9,676 a 0,98 | 1,27 1,04 
9 20 9,877 0,74 0,99 1,34 1,06 
10 25 10,095 = 0,97 1,34 1,05 
11 30 10,337 0,70 0,97 1,38 1,07 
12 35 10,709 = 0,90 1,37 1.02 
Tabelle XIX. 
K, bei 18°. 
Glykokollkonzentration + Na0OH-Konzentration =: 10 >< 107°. 
[Na] -Konzentration überall — 10 x 10=?. 
| et j Ka x10 
[Glyk] | [NaOH] n ! er 
Nr. a S pu: | 
>< 102 >< 102 >< 10° Eve a=1 
=— | — — = — | — 
1 975 | 025 | 9 8,237 12 | 1,53 
2 9,5 0,5 9,0 8,575 1,17 1,48 
3 9,0 1,0 | 80 8,929 1,16 1,47 
4 8,0 2,0 6,0 8,364 1,14 1,44 
5 7,0 3,0 4,0 9,714 115 | 145 
6 6,0 4,0 2,0 10,140 115 | 145 
7 5,5 4,5 1,0 10,482 1,17 | 1,48 


| 





1) Die Berechnungen sind nach für einen anderen Zweck bestimmten 
Messungen des Herrn Cand. polyt. S. Palitzsch ausgeführt (s. „Enzym- 
studien II“ S. 174, 1. e.). 





















































154 K. G. Dernby: 
Tabelle XX. 
K, bei 18°. 
Glykokollkonzentration (a) = 40 >< 102. 
[HO] a K, >x< 101 
Nr. b pu: für u 7 
>< 10? NH,CI e= | a=l 
2 
1 1 3,993 0,94 1,71 | 1,82 
2 2 3,676 0,92 1,68 1,82 
3 3 3,493 0,91 1,65 1,31 
4 4 3,358 0,90 1,66 1,84 
5 5 3.257 0,89 1,64 1,84 
6 6 3.164 0,88 1,62 1,84 
7 8 3,007 0,86 1,59 1,85 
8 10 2,884 0,85 1.56 1,83 
9 20 2.405 0,82 1,60 | 1,95 
10 30 1,967 0,82 1,59 | 1,99 
2. Glyeylglyecin. 
Tabelle XXI. 
K, bei 18°. 
Glycylglyeinkonzentration (a) = 20 x 10”? 
[NaOH] IPSP 5: 
Nr. b % 
3 >< 10? PH für NaAc a= | x= te 
=D 
I 
l 2 7,47 0,88 33 | so | 33 
2 4 7,813 0.85 38 | 3,84 | 3,3 
3 6 8.054 | 0,82 3,1 3,79 3,2 
4 8 8,240 0,80 3,1 384 | 3,2 
5 10 8,398 0,79 3,1 3,90 | 3,2 
Tabelle XXII. 
K, bei 18°. 
Glycylglycinkonzentration (a) = 20 >< 107°. 
[HCI] a K, x 10-4 
Nr. b pu: für FE 
>< 10? NH,CI a=,” | g:=1 
= 
J 2 4,119 0,92 05 | 10 
2 4 3,763 0.90 0.95 .1.05 
3 6 3,534 0,88 0,93 1,06 
4 8 3,333 0,86 0,90 1,04 
5 10 3.152 0,85 0,88 1,03 
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Die Werte für K, bei Glycylglycin verhalten sich ähnlich. 
In derselben Weise verhalten sich auch die Werte von K,. so- 
wohl für Glykokoll als auch für Glycylglyein, wenn auch die 
Differenzen hier nicht so groß sind (Tabelle XX und XXII). 
Man ist wohl kaum berechtigt anzunehmen, daß Glykokoll- 
oder Glycylglyeinsalze in höherem Grade als Natriumacetat 
und Ammoniumchlorid dissoziiert sind. 

Nach dem Rat von Prof. Arrhenius habe ich eine Kor- 
rektion für die Viscosität der Lösungen eingeführt. Die Vis- 
cosität der Glykokoll- und Glycylglycinlösungen habe ich gleich 
derjenigen von Natriumacetat gesetzt. Die Zahlen sind der 
Arbeit R. Reihers') entnommen und « nach der Formel 


berechnet. n ist der Viscositätskoeffizient für die 1 n-Lösung 
des betreffenden Stoffes, wenn derselbe für Wasser gleich 1 
gesetzt wird. c ist die Konzentration des Salzes. 

In den Tabellen XVIII und XXI sind die Werte von K, 
mit dieser Viscositätskorrektion zugleich angegeben, und wie zu 
sehen ist, werden die Werte von K, unabhängig von der zu- 
gesetzten Natriumhydroxydmenge, also konstant. 

In der Tabelle XXIII habe ich die wahrscheinlichsten Werte 
von K, und K, für Glykokoll und Glycylglyein und zum Ver- 
gleich auch die früheren Werte angegeben. 


Tabelle XXIII. 








Hier gefundene Werte | s Frühere Werte 
K, und K, | I Y š 
i bei 180 | umgerech- | bei 17,50 | bei 25° | Autor 
net auf 25 | 
für Glykokoll. . 1,055. 10-10 —- — 1,8><10-" | Winkelblech?) 
à yi — — 1,2 >x<10-" —- | Michaelis’) 
Š ».]1,7 5&10-18.2,7521071% — 2,7><10-"| Winkelblech 
n T - I u 1,9x<10-"? = ; Michaelis 
r Glycylglycin |3,3 ><10=" = — 1,8><10=# | Euler!) 
5 0,95 10-11 1,6><10-1 — 12 xıen 


1) Reiher, Zeitschr. f. physikal. Chem. 2, 750, 1888. 
2) Winkelblech, |. c. 

3) Michaelis, diese Zeitschr. 49, 248, 1913. 

1) Euler, 1. c. 


166 K. G. Dernby: 


Die von Palitzsch ausgeführten Messungen geben etwas 
höhere Werte von K, für Glykokoll, 1,2>< 10 10. Möglicher- 
weise kann dies durch Neutralsalzwirkung erklärt werden, denn 
die totale Natriumionenkonzentration bei seinen Versuchen war 
ja durchgehend größer als bei den meinigen. 

K, soll ein wenig mit der Temperatur steigen (vergleiche 
Lund&ns oben zitierte Arbeit), und wenn man dies berück- 
sichtigt, wird die Übereinstimmung zwischen den Werten 
Winkelblechs und den meinigen für Glykokoll noch besser 
werden. Meine Werte für K, und K, und diejenigen von 
Michaelis stimmen ja sehr gut überein. K, für Glyeylglycin 
habe ich dagegen beträchtlich kleiner als Euler gefunden. 

Weil die Dissoziationskonstante des Wassers K, in der 
Berechnung von K, eingeht, und diese sich mit der Temperatur 
beträchtlich ändert, von 0,72 >< 10-li bei 18° bis 1.11><10 14 
bei 25°!) muß man diese Tatsache bei dem Vergleich der Werte 
von K, ins Auge fassen. Auf 25° umgerechnet, stimmen ja 
meine Werte für K, sehr gut mit den früher gefundenen 
überein. 


Das gebrauchte Glykokollpräparat stammte von Kahl- 
baum her und war ganz rein. 

Das Glycylglyein wurde aus Glycinanhydrid (Diketopiper- 
azin), teils nach der Methode E. Fischers?) von Dr. E. Ham- 
marsten synthetisiert, teils aus Präparaten von Kahlbaum in 
einer auf dem Carlsberg-Laboratorium ausgearbeiteten Weise 
hergestellt. 

4 g Glycinanhydrid wurden in 200 cem gesättigter Baryt- 
lösung gelöst und dann bei Zimmertemperatur so lange hin- 
gestellt (6 bis 8 Stunden), bis die Formoltitrierung einer Stich- 
probe anzeigte, daß gerade die Hälfte des Totalstick- 
stoffs in Aminostickstoff verwandelt war. Das Bariumhydrat 
wurde mit Schwefelsäure genau ausgefällt, wonach die klare 
Lösung im Vakuum bis zu einigen cem eingedampft wurde. Nach 
dem Titrieren wurde das Glyeylglvein im Vakuumexsiccator 


5 Sörensen, Enzymstudien Il, 1. c. 
2) E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 34, 2868, 1901. 
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auskrystallisieren gelassen. Zur Reinigung wurde es wieder in 
einem kleinen Volumen Wasser gelöst und mit Alkohol gefällt. 

Meine Präparate enthielten 21,10 bis 21,18°/, Stickstofl. 
Der theoretische Wert ist 21,21°/,. 


C. Die Berechnung der Wasserstoffionenkonzentration 
in wässerigen Mischungen von Glyeylglyein, Glyko- 
koll und Natriumhydroxyd. 


Die Spaltung von Glyceylglyein in Glykokoll geschieht in 
folgender Weise: 


CH,-NH, 
| 


co OH 
lesen +- - -= 2 NH, - CH, -COOH 


CH, - COOH. 

Wenn K, sowohl für Giycylglycin als auch für Glykokoll 
bekannt ist, kann man die Wasserstoffionenkonzentration in 
beliebigen Gemischen von diesen beiden Stoffen und Natrium- 
hydroxyd berechnen. 

Wir nehmen an, daß eine Glycylglycinlösung, deren An- 
fangskonzentration C ist, gespalten wird. Nach einer gewissen 
Zeit sei die Konzentration des unveränderten Glycylglycins a 
und die des gebildeten Glykokolls b. Zwischen a und b muß 
immer folgende Reaktion bestehen 


b 
c=a 4} ge rw Ar De 0. . (D) 


Sei die Konzentration des Natriumhydroxyds n, die des 
Wasserstoffions h, k. K, für Glyeylglyein und k, K, für Gly- 
kokoll. š 

Die Konzentrationen der dissoziierten bzw. undissoziierten 
Teile des Glycylglycins seien a,, bezw. a, dieselben Größen für 
Giykokoll b,, bzw. b,. Wir nehmen weiter an, daß die Disso- 
ziation der Natriumsalze vollständig ist. Folgende Gleichge- 
wichte werden gleichzeitig bestehen: 


Undiss.Glyk.. . . < > . . diss. Glyk. + H° 
Undiss. Glyeylglye. *, diss. Glyeylglye. + H’. 
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Wir erhalten jetzt folgende Gleichungen: 


here, 2 u l + UA aO IL) 
"sh. sn: s g. s (UL) 
ER k suu s S en p (EV) 
Bach... A hun ae HA (I 
TR: dee Pr ea) 


Aus diesen fünf Gleichungen ist es möglich, wenn a,b, n, k, 
und k, bekannt sind, die fünf unbekannten a,, a,, b,, bẹ, und h 
zu berechnen. Dieser letztere Wert kann in folgender Weise 
bestimmt werden: 
Aus III und IV wird erhalten 
h-a, = k, (a—a,) 
und aus II und V: 
h.b, = k, (b—b,) 


oder 
a-k, 
MT T 
h- k 
und ts i 
b- ka 
b = 5 
h+ k, 
Werden diese Werte in VI eingesetzt, bekommen wir: 


_— Gk, b.k, 
"TE ee 
Diese Formel ist nur streng gültig, wenn < = 1, eine 
Approximation, die wir hier vorgenommen haben. 
Aus der Formel VII können wir k bestimmen: 


t k, (a — n) + k, (b—n) 





(VII). 











er 
+V De — n) + k, (b — aiy: Jak (ab n) (VHI.) 
= 2n n 
s š b—n 
Für a= o wird h = k, . (IX.) und 
Een as 
n 


Um zu kontrollieren, wie diese Formel mit der Wirklich- 
keit übereinstimmt, machte ich einige Wasserstoffionenkonzen- 
trationsmessungen in solchen Mischungen von Glycylglycin, 


b 
Glykokoll und Natriumhydroxyd, daß immer C=a +, war. 
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Dies ist ja natürlich der Fall bei einer kontinuierlichen Spaltung 
von Glycylglycin. Die Konzentrationen der Komponenten sind 
in Tabelle XXIV unter a, b und n angegeben. z bedeutet die 
abgelesene elektromotorische Kraft der Gaskette, und unter 
Pp ist der Logarithmus mit negativem Vorzeichen der Wasser- 
stoffionenkonzentration angegeben. 

Bei der theoretischen Berechnung von h ist angenommen 
worden, daß «= 1, und folglich sind die entsprechenden Werte 
von k, und k, angewendet worden. 

In der Tabelle XXIV, Nr. 1—6 ist n konstant gehalten, 
während a und b variiert worden sind, in Nr. 7—9 entgegen- 
gesetzt. In sämtlichen Fällen stimmen ja die beobachteten 
und die berechneten Werte sehr gut überein. 


Tabelle XXIV. 














bei 18°. 
5 Konz. >< 10° von Die abge- š pH- š 
F aT ss lesene | 
Glycyl- | Glyko- | elektro- 
Nr. een Sn | NaOH |motorische| Be- | REN 
| Kraft obachtet | 
a b n a I _ 
1 10 0 4 0,8147 8,213 8,224 
2 8 4 4 0,8244 8,395 8,395 
3 6 8 4 0,8351 8,579 8,610 
4 4 12 4 0,8531 8,903 8,886 
5 2 | 16 4 0,8665 9,134 9,097 
6 0 20 4 0,8845 9,445 9,398 
7 4 12. | 1 0,7952 7,878 7,875 
8 4 12- | 2 0,8181 8,272 8,298 
9 4 12 4 0,5531 8,903 8.886 





l á 


Aus dieser Tabelle kann folgende wichtige Schlußfolgerung 
gezogen werden: 

Bei einer Spaltung von Glycylglyein in alkalischer 
Lösung, wo die Konzentrationen der Komponenten in 
diesem Verhältnis zu einander stehen, steigt py (sinkt 
die Wasserstoffionenkonzentration) kontinuierlich mit 
etwa 0,12, für je 10°/, des Glycylglycins, welches ge- 
spalten wird. Am Ende der Reaktion ist also py 1,2 
höher als im Anfang. 

Eine einfache Rechnung ergibt, daß auch für eine beliebige 
Anfangskonzentration des Glycylglycins, wenn nur py im An- 
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fang der Reaktion zwischen 7 und 8 liegt, ungefähr dasselbe 
Resultat erhalten wird. 

Die enzymatischen Spaltungen werden in der Regel bei 
höheren Temperaturen, 35 bis 45° vorgenommen, und k, und 
k, verändern sich mit der Temperatur. Die Analysen in vor- 
liegender Arbeit, sowohl von dem freigemachten Aminostick- 
stoff als auch von der Wasserstoffionenkonzentration, sind in- 
dessen immer bei Zimmertemperaturen ausgeführt worden. 

Im folgenden werde ich zeigen, welchen Einfluß Verän- 
derungen in der Wasserstoffionenkonzentration auf die enzy- 
matische Spaltung von Glycylglycin haben. Das Ideal wäre, 
ein solches Substrat zu haben, daß die Wasserstoffionenkonzen- 
tration sich während der Spaltung nicht veränderte. Für ein 
solches Dipeptid müssen zwei Bedingungen gelten. Zuerst 
sollen die Werte von h in den Gleichungen IX und X gleich 
sein, was wohl immer möglich ist, wenn man nur a, b und n 
passend wählt. Die andere Bedingung ist, daß dieser Wert 
von h eine solche Größe hat, daß die Enzymwirkung nicht ge- 
hemmt wird. Diese Bedingung ist jedoch schwerer zu erfüllen, 
und es ist fraglich, ob es überhaupt möglich ist, ein solches 
Dipeptid zu synthetisieren. 

Wenn wir b — 2a setzen, geben die Gleichungen IX und X 

` = a oder a = 5 = ™ 


und wenn k, — 2 k,, können a und n immer so gewählt werden, daß die 
Gleichung erfüllt wird. Substituieren wir diesen Wert von a in X z.B. 
bekommen wir: 
vu Du 

k, — 2k, ` 

Bei diesen Konzentrationen von a und n verändert sich also die 
Wasserstoffionenkonzentration während der Spaltung nicht. Berechnen 
wir aber h mit den oben gefundenen Werten von k, und k,, so wird 

h = 1,09 . 10-9, 

Bei dieser Wasserstoffionenkonzentration können jedoch weder die 
Hefenereptase noch das Darmerepsin wirken, sie werden in einer solchen 
Flüssigkeit sofort zerstört. 


D. Herstellung der Enzympräparate. 


Hefenereptase. Ich habe dasselbe Verfahren, das im 
Kap. IITA beschrieben ist, benutzt. 
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Ich habe bei den folgenden Versuchen hauptsächlich vier 
Präparate gebraucht, die in den Tabellen mit Enzym a, b, c 
oder d bezeichnet sind. 

a (aus Hefe von der Carlsberger Brauerei) enthielt 0,9 mg 
Totalstickstoff per cem, b, c und d, (aus Hefe der St. Erik- 
Brauerei zu Stockholm) 0,8 mg, bzw. 0,9 und 1,2 mg. 


Darmerepsin. Die Erepsinpräparate waren aus den Dünn- 
därmen von Schweinen unmittelbar nach dem Schlachten herge- 
stellt. Ca. 20 m Darm wurden mit Wasser durchgespült, in 
kleinere Stücke zerschnitten und geöffnet. Die innere Darm- 
schleimhaut wurde mit einem scharfen Glasstück abgeschabt und 
die so erhaltene Masse in einer Schale mit Sand zerrieben. 

Hiernach habe ich zum Ausziehen des Enzyms zwei ver- 
schiedene Methoden versucht. 

Nach dem Verfahren von Rice!) wurde die oben erwähnte 
Masse mit 250 ccm 0,1°/, Natriumcarbonatlösung bei ca. 30° 
unter häufigem Schütteln drei Tage stehen gelassen. Als 
Antisepticum wurde Toluol oder Chloroform gebraucht. Dann 
wurde die Mischung durch ein Siebtuch gepreßt und die trübe 
Suspension mehrmals durch Faltenfilter filtriert. Zum Filtrat 
wurde so viel Essigsäure zugetröpfelt, daß die Acidität etwa 
Pg = 5,5, aber nicht weniger, entsprach, worauf Eiweiß- und 
Fettkörper zu Boden fielen und abfiltriert wurden. Das klare 
Filtrat wurde dann wie vorher dialysiert. 

Nach Euler?) wurde ein Teil mit Glycerin extrahiert, und 
zwar in folgender Weise. Zu der mit Sand zerriebenen Masse 
wurden 250 cem Glycerin zugesetzt und die Mischung drei Tage ` 
bei Zimmertemperatur sich selbst überlassen. Dann wurde sie 
wie oben abgepreßt, mit Essigsäure ein wenig sauer gemacht 
und filtriert. 

Dann wurden die beiden klaren Filtrate in ganz analoger 
Weise wie bei der Hefenereptase unter vermindertem Druck 
fünf Tage lang dialysiert. Die zurückgebliebenen klaren Lö- 
sungen, die keine Krystalloide (und kein Glycerin) und keinen 
Aminostickstoff mehr enthielten, wurden dann mit Wasser ver- 
dünnt, so daß gleiche Teile der Lösungen etwa der gleichen Darm- 


1) Rice, Journ. Amer. Chem. Soc. 87, 1319, 1915. 
2?) Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem., 51, 213, 1907. 
Biochemische Zeitschrift Band 81. 12 
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schleimhautmasse entsprachen. In der folgenden Zusammen- 
stellung sind unter N der Totalstickstoff in mg pro ccm, unter K die 
monomolekularen Reaktionskonstanten (siehe unten) bei der 
Spaltung von gleichen Glycylglycinlösungen mit gleichen Teilen 
Enzympräparat angegeben (10 ccm 0,4 n-Glycylglyein +} 4 cem 
n/, KOH —+ 10 cem Enzymlösung -- Wasser — 100 ccm, pp: = 7.8: 
t=-38°), und K/N stellt das Verhältnis dieser beiden Größen 
dar, d. h. das Spaltungsvermögen promg Stickstoff des Enzym- 
präparats. 


N 1000. K 1000. K/N 
Erepsin I 0,92 mg 56 61 
„ H 028 , 44 157 


Aus dieser Übersicht wird ersichtlich, daß das Enzym zu 
einem größeren Betrag von einer Sodalösung als von Glycerin 
extrahiert wird, aber die Reinheit des Präparats in bezug auf 
Eiweißstoffe ist im letzteren Falle viel größer. Die Methode 
von Euler scheint also vorteilhafter zu sein. 


Ich habe vielerlei Fällungsmethoden geprüft, mit Äther- 
alkohol, Aceton usw., aber das proteolytische Vermögen der 
so gewonnenen Präparate war stets geringer als das entsprechende 
der ursprünglichen Lösung. 

Daher sehe ich es als das Zweckmäßigste an, immer mit 
diesem dialysierten Enzympräparate zu arbeiten, besonders 
weil man ja nicht die chemische Zusammensetzung des Enzyms 
kennt und daher doch nicht zu einer rationellen Reindarstellung 
gelangen kann. 

Was die Haltbarkeit dieser Präparate (die der Hefenerep- 
tase sowie die des Darmerepsins) betrifft, so war sie für beide 
Stoffe ungefähr die gleiche. Zu bemerken ist, daß gleichzeitig 
mit der Abnahme des proteolytischen Vermögens das Präparat 
eine Spaltung erleidet, wobei fortwährend formoltitrierbarer 
Stickstoff gebildet wird. 


E. Versuchsmethodik. 
Sämtliche Versuche sind bei 38° mit einer Differenz in 
maximo von 0,2° ausgeführt worden. 
Die Versuchsflüssigkeit wurde in kleine mit Baumwolle- 
pfropfen verstopfte und mit Bleigewichten versehene Erlen- 
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meyerkolben gebracht und in einen Wasserthermostat gesenkt. 
Oben in jeder Tabelle ist die Zusammensetzung der Flüssig- 
keitsmischung angegeben, so z. B. „10 ccm 0,4 n-Glyeylglyein 
+ 4 ccm R/,-NaOH + 5 cem Enzymlösung (d) + Wasser = 
100 cem“. Als Antisepticum wurden einige Tropfen Chloro- 
form benutzt; es zeigte sich aber, daß dieser Stoff gar keinen 
Einfluß auf die Spaltungsgeschwindigkeit ausübte. 

Die Zusammensetzung der Flüssigkeit war so gewählt, daß 
die Spaltung mäßig langsam vor sich ging und deshalb ein 
Fehler von einigen Minuten in der Bestimmung der Verdauungs- 
zeit keine Rolle spielte. 

Die Enzymlösung wurde immer erst dann zugesetzt, wenn 
die übrige Lösung die Temperatur des Thermostaten ange- 
nommen hatte. Von dieser Zeit an ist die Versuchszeit ge- 
rechnet. 

Als das sicherste Maß der Geschwindigkeit der Verdauung 
ist die Spaltung von Peptidbindungen, und dadurch die Bildung 
freier Aminogruppen, anzusehen. In den folgenden Versuchen 
habe ich immer die Sörensensche Formoltitrierungsmethode') 
angewendet und werde in wenigen Worten den hauptsächlich- 
sten Gang dieser Analysen referieren. 

Wenn keine Phosphorsäure in der Probe vorhanden war, 
wurden nach den in den Tabellen angegebenen Zeiten 10, 15 
oder 20 cem (je nach der Menge Stickstoff) mit einer Pipette 
herausgenommen, auf 20 ccm verdünnt und gegen Lackmus- 
papier mit "/,-Salzsäure so genau wie möglich neutralisiert. 
10 eem einer vorher mit Natronlauge neutralisierten Formol- 
mischung (50 cem käufliches Formaldehyd — 1 cem Phenol- 
phthaleinlösung [0,2 g -++ 50 cem Wasser + 50 cem Alkohol] + 
Natronlauge) wurden zugesetzt und dann die Probe unter Ver- 
gleich mit einer nur kohlensäurefreies Wasser und Formol- 
mischung enthaltenden Kontrollösung mit ®/,-Natronlauge bis 
auf starke Rotfärbung titriert. 

Wenn Phosphorsäure anwesend ist, muß man diese erst 
wegschaffen. Die Analysen sind hier in folgender Weise aus- 
geführt worden. Aus jeder Probe wurden 15 ccm der Flüssig- 


1) Jessen-Hansen, Die Formoltitration; Abderhaldens Hand- 
buch d. biochem. Arbeitsmethoden 6, 270. 
12* 
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keit herausgenommen und in einen Meßkolben von 50 cem 
gebracht, 2 g krystallisiertes Bariumchlorid, 1 cem Phenol- 
phthaleinlösung und soviel gesättigte Bariumhydratlösung, daß 
eine scharfe rote Farbe erreicht wurde, wurden zugesetzt und 
Wasser bis zur Marke aufgefüllt. Nach einer halben Stunde 
war die Phosphorsäure als Bariumsalz ausgefällt. Von der 
überstehenden klaren, roten Flüssigkeit wurden 40 ccm, 12 ccm 
der ursprünglichen Lösung entsprechend, genommen, mit ®/,- 
Salzsäure gegen Lackmuspapier wie oben neutralisiert, die For- 
molmischung zugesetzt und dann mit "/,-Natronlauge titriert. 

Man kann gut auf 0,05 com ablesen, aber da 0,05 cem 
n -Natronlauge in vielen Tabellen 2°/, des totalen Stickstoffs 
entspricht, sind in diesen Fällen die Resultate unter der Rubrik 
„»°lo N“ nur in ganzen Prozenten angegeben. 


Die Bestimmungen des Totalstickstofles sind immer nach 
Kjeldahl ausgeführt, und zwar mit den ursprünglichen Kjel- 
dahlschen Versuchsanordnungen. I 

Was die Bestimmungen der Wasserstoflionenkonzentrationen 
betrifft. so sind sie in dieser Arbeit immer nach der Sörensen- 
schen colorimetrischen Methode, und zwar mit Versuchsan- 
ordnungen, die genaue Kopien der Sörensenschen waren, 
ausgeführt worden. Da die Spaltungen in einem Intervalle 
von pg = 6,5 bis py = 8,5 vor sich gingen, habe ich als Ver- 
gleichsflüssigkeiten in den meisten Fällen Mischungen von ®/, 
primärem Kaliumphosphat und sekundärem Natriumphosphat, 
und als Indicatoren p-Nitrophenol, Neutralrot, Naphtholphthalein 
und Phenolphthalein hauptsächlich gebraucht. 

Da die Proben etwas gefärbt und in einigen Fällen trübe 
waren, habe ich zu den Vergleichslösungen einige Tropfen 
Tropäolin 00, Bismarckbraun oder eine Suspension neutralen 
gefällten Bariumsulfats zusetzen müssen. 


F. Verlauf der Spaltungskurven bei verschiedener und 
veränderlicher Wasserstoffionenkonzentration. 


In der Tabelle XXV und Fig. 16 sind die Resultate einiger 
Spaltungen vom Glycylglyein mit Hefenereptase angegeben. 
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Tabelle XXV. 


10 com 0,4 n-Glycylglycin + "/,-NaOH -- 10 cem Enzymlösung 
(Hefenereptase b) + Wasser = 100 cem. t= 38°. 























wir so... TR E FE s. 
com NaOH: 1 2 J 3 8. “P. 210 
pm im Anfang| 7,14 | 7,47 | 782 8,24 8,42 
Per T l I 
Stunden Pu N| K un K un K un K bu K 
— EA tn RL š 
0 O |. 1 a ug 
1 25 0,289 31 0,372 35 0432 28 0330 25 |0,289 
2 53 0,379 59 10,448. 59 0448 47 0319 39 0,250 
3 72 0,425 78 0499 72 0,425| 59 [0,298 50 0,231 
5 94 0,564 91 0483 81 0,333| 72 |0256 59 0.178 
24 (100) — ioo) — 10)! — [9911 -— | 2 | = 








Die Versuche sind übrigens einander gleich, nur die zu- 
gesetzte Natriumhydroxydmenge ist verschieden. Infolge dieses 
Zusatzes werden auch die in der Tabelle unter py. angegebenen 
Anfangskonzentrationen der Wasserstoffionen verschieden. Unter 
K ist die monomolekulare Reaktionskonstante K—+ In. P 
berechnet. Die Reaktionsgeschwindigkeit wird hier nach Ost- 
wald gleich der mittleren Ge- 
schwindigkeit gesetzt, für die 
Zeit während welcher vom An- 
fang der Reaktion bis zur Zeit t 
x-?| -Stickstoff freigemacht wor- 
den sind. In der Fig. 16 sind 
die Prozente freigemachten 
Aminostickstoffs als Ordinate 
und die dazu gehörende Zeit 
n Stunden als Abszisse gewählt. 

Aus der Tabelle geht her- 
vor, daß die optimale Wasser- 
stoffionenkonzentration für die Fig. 16. 
Enzymreaktion etwa bei py —8 
liegt. Wir müssen jedoch in Betracht ziehen, daß für eine 
Anfangskonzentration der Wasserstoffionen, wo py zwischen 7 
und 8 liegt, sich die Wasserstoffionenkonzentration um ungefähr 
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0,12 in py verändert, für je 10°/, von Glycylglyein, das ge- 
spalten wird. I 

Ein Blick auf die Tabelle zeigt, daß eine Ermittelung der 
optimalen Wasserstoffionenkonzentration auf diese Weise un- 
möglich ist. Denn nach dieser würde sie nach 2 Stunden eine 
ganz andere als nach 4 Stunden sein. Hierzu muß man die 
Wasserstoffionenkonzentration während der Reaktion konstant 
halten. Wie die Kurven sich da gestalten. wird im Abschnitt H 
näher besprochen werden. 


Es ist auffallend, wie verschieden der Lauf der Kurven 
je nach der Anfangskonzentration der Wasserstoflionen sich 
gestaltet. Man sieht sofort, daß es unmöglich ist, alle diege 
Kurven mit einer gemeinsamen Formel auszudrücken, denn sie 
schneiden ja sogar einander. Bei I und II steigen die Werte 
von K, und bei III bis VI sinken sie. Und nun versteht man 
die verschiedenen Angaben von Abderhalden und Euler. 
Der erstere hat kein Alkali zugesetzt, seine Versuche gleichen 
deshalb I bis III. pẹ im Anfang dürfte etwa bei 7,0 liegen. 
Je weiter die Spaltung geht, um so alkalischer wird die Flüssig- 
keit, und um so mehr wird dadurch von dem Enzyme disso- 
ziiert. Und dann. kann man erwarten, daß K steigt, was ja 
auch der Fall ist. 

Euler hat so viel Alkali zugesetzt, daß die Anfangskon- 
zentration etwa bei py: = 8,5 liegt. Und wie man aus V und 
VI. welche seinen Versuchen entsprechen, sieht, sinkt K sehr 
schnell gegen Ende der Reaktion. 

Wie die Spaltungskurven sich bei konstant gehaltener 
Wasserstoffionenkonzentration gestalten, werde ich unten im 
Abschnitt H zeigen. 


G. Das Verhalten der beiden Enzyme gegenüber 
„Puffermischungen“. 


Wie früher gesagt, ist es, um reaktionskinetische Unter- 
suchungen anzustellen, eine conditio sine qua non, die Wasser- 
stoffionenkonzentration während der Reaktion konstant zu 
halten. Dies kann dadurch erreicht werden, daß man einen 
sogenannten „Puffer“ zusetzt, der die entstehende freie Säure bzw. 
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das Alkali abstumpft. Als Pufier sind Mischungen von sekundä- 
rem Natriumphosphat, Na,HPO,, 2 H,O und primärem Kalium- 
phosphat, KH,PO,, gebraucht worden !). Eine einfache Rechnung 
ergibt, daß, wenn man die Wasserstoflionen in einer Lösung. 
die 0,04 normal in bezug auf Glycylglyein ist, bei pg. = 7,8, 

- was dem Wirkungsoptimum der Enzyme entspricht, konstant 
auf 0,1 in pg. halten will, die Flüssigkeit wenigstens 0,04 molar 
in bezug auf Phosphat sein muß. 

In der Tabelle XXVI sind zwei Versuche mit Hefenereptase 
angegeben, in a ist kein Phosphat zugesetzt, die Wasserstofl- 
ionenkonzentration verändert sich da während der Spaltung. 
in b ist Phosphat zugesetzt und py- konstant auf 7,8 gehalten. 


Tabelle XXVI. 


Hefenereptase. 
a) 10 cem 0,4 n-Glycylglycin + 4 cem "/,-NaOH —+- 10 cem Enzym 
(aò + Wasser — 100 ccm. 


b) Dasselbe + 18,2 cem ®/,-sek. + 1,8 ccm ®/,-prim. Phosphat — 
100 cem. t == 38°. 














Verdauungs- a b 
zeit in | —  — 
Stunden ° N | Pr AN | pn 
0 0 7,8 0 7,8 
au, 30 — 36 7,8 
5 42 — 62 7,8 
9 58 — 19 7,8 
13 66 8,6 95 7,8 
26 | _ — (100) 7,8 


Scheinbar hat das Phosphat eine günstige Einwirkung aus- 
geübt oder nach der alten Nomenklatur das Enzym „aktiviert“. 
Aber wenn man die Veränderungen in der Wasserstoffionen- 
konzentration in Betracht zieht, ist es leicht verständlich, daß 
es sich im Falle a um eine Dissoziationserscheinung (und viel- 
leicht auch um eine Enzymstörung) handelt. Und das Ver- 
halten desselben Enzyms war in allen untersuchten Fällen das- 
selbe Man ist daher berechtigt festzustellen, daß die Phos- 
phatmischung in dieser Konzentration keinen hemmenden Ein- 
fiuß auf das Enzym hat. 


1) Sörensen, Enzymstudien II, 1. e. 
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Beim Darmerepsin war die Sache indessen eine ganz an- 
dere. In den Tabellen XXVII und XXVIII sind zwei ganz 
analoge Versuche wie in der Tabelle XXVI angegeben. 


Tabellen XXVII und XXVIII. 
Darmerepsin. 
a) 10 cem 0,4 n-Glycylglycin + 4 cem "|,-NaOH -+ 20 cem Erepsin 
(d) + Wasser = 100 cem. 
b) Dasselbe + 18,2 ccm ®/, sek. -- 1,8 cem ®/, prim. Phosphat = 
100 cem. t= 38°. 


Tabelle XXVII. Tabelle XXVIII. 











Verdau- a b Verdau- a b 
ungszeitin - ungszeitin— J- 
Stunden °; N Pr |° N Pr Stunden Ni pr |°, N| pu: 














0 0178| o| 78 


0 o] 78| o| 7a 
3 j ah Ne Da DE 2 ER Re IE Dee 
8 ee 7 Ba, hat 
21 65 | 84 | 24 | 78 24 76 | 86 | 26 | 7,8 


Aus den Tabellen geht klar hervor, daß die „Puffermischung“ 
eine stark hemmende Wirkung auf das Enzym ausübt. 

In einer Arbeit gibt Kobzarenko!) an, daß bei Spaltungen 
von Pepton mit Darmerepsin verschiedene anorganische Ionen 
eine mehr oder weniger ausgeprägte hemmende Wirkung auf 
das Enzym haben. So sollten z. B. Natriumionen eine hemmende 
Wirkung, Kalium- und Phosphationen dagegen keine Wirkung 
haben. š 

Tabelle XXIX. 

a) 10 com 0,4 n-Glycylglycin + 4 cem ®/,-KOH —- 10 cem Erepsin 
(I) — Wasser = 100 cem. 

b) Dasselbe 4 20 cem ®/,-Kaliumphosphat — 100 cem. t= 35°, 








Verdauungs- a b 
zeit in — — 
Stunden WN | pr AN | Pr 
0 0 | 78 0 7,8 
31/, 194 | >> 20 _ 
11 56 = 41 BL 
21 735 | 85 52 7,8 


Um dieses zu untersuchen, machte ich einige Versuche, in 
denen ich anstatt Natronlauge und sekundären Natriumphosphats 


1) Kobzarenko, diese Zeitschr. 66, 344, 1914. 
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Kalilauge und Kaliumphosphat, und zwar in denselben Kon- 
zentrationen, gebrauchte. Tabelle XXIX zeigt einen solchen 
Versuch. 

Wenn die Versuche in Tabelle XXVII und XXVIII und 
Tabelle XXIX auch nicht direkt vergleichbar sind, weil die 
Enzympräparate nicht dieselben waren, so sind die Resultate 
doch unzweideutig. Die Hemmung kann nicht durch die Na- 
triumionen erklärt werden. 

Man könnte möglicherweise einwenden. daß, wenn das 
Wirkungsoptimum des Erepsins nicht wie bei der Hefenereptase 
bei py- = 7,8, sondern bei einem höheren Wert von py liege, 
auch die Hemmung erklärlich wäre. Aber im nächsten Ab- 
schnitt soll gezeigt werden, daß dies nicht der Fall ist. 

Man kann also nur feststellen, daß in dem Verhalten ge- 
genüber dem „Puffer“ ein großer Unterschied zwischen diesen 
beiden Enzymen vorliegt. Im Abschnitt K soll diese Frage 
näher besprochen werden. 


H. Die optimale Wasserstoffionenkonzentration der 
Hefenereptase und des Darmerepsins. 


1. Hefenereptase. 


Um die optimale Wasserstoffionenkonzentration der Enzym- 
tätigkeit genau zu ermitteln, habe ich einige Spaltungsversuche 
ausgeführt, wo die Wasserstoffionenkonzentration durch Zusatz 
von „Puffer“ während der Reaktion konstant gehalten wurde. 
Die Versuchsflüssigkeiten hatten die folgende Zusammensetzung: 
10 cem 0,4 n-Glycylglycin +4 z cem "/,-Natronlauge + 5 cem 
Enzymlösung (b) + 20 ccm m/ -Phosphat (s cem Na, HPO,, 2H,O 
= p ccm KH, PO,) + destilliertes Wasser = 100 cem. Die Werte 
von z, s und p, welche die Wasserstoffionenkonzentration be- 
stimmen, sind in der Tabelle zu sehen. 

In Fig. 17 sind die Ergebnisse der Tabelle XXX graphisch 
dargestellt. Als Ordinate ist die Menge freigemachter Stick- 
stoff, als Abszisse die zugehörige Zeit gewählt. 

In der Tabelle ist unter „K“ die monomolekulare Reaktions- 
konstante berechnet. Die Kurven verlaufen ziemlich nach der 
Formel, wenigstens in Nr. 1 bis 4. In Nr.4 und 5 sinkt die 
Konstante, aber dies rührt wahrscheinlich davon her, daß der 
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„Puffer“ hier die Wasserstoffionenkonzentration nicht konstant 
zu halten vermag. Selbstzerstörung des Enzyms spielt hier 
auch eine größere Rolle. 


Tabelle XXX. 


10 ccm 0,4n-Glyeylglyein + 5 cem Enzym (b) + z cem "/,-Na0OH 
-+ 20 cem Phosphat -+ Wasser = 100 cem. 


























t = 38°, 
Ne U t [C a L SC TE Fe — s 
z: 0 2 4 6 8 
s+p: | 10+10 [16,4+3,6 | 184-+ 1,6 | 19,0+ 1,0 | 19,5 + 0,5 
pusa 6,80 7,47 7,82 8,00 8,24 
eN g PN E Pos] £ Pan) K fun) K 
ñ 0 oe Re Jol = 
m. g| 41 — |28 | 045 |a | 0,70 | 38 | 0,64 5 
375) 17,| 18 | 0,13 |50 | 0,46 | 68 | 0,76 | 59 | 0,52 | 52 | 0,54 
=235]3 |36 | 0,14 |82 | 0,55 |91 | 0,80 | s2 | 0,55 | 75 | 0,46 
5°“2|47,|53 0,17 |92 0,6 (100) — |91 0653 | 79 0,35 
> 6 |68 | 0,18 |uoo) — | = [os | 050 | 82 | 031 


Wenn man, wie Sörensen für andere Enzymreaktionen 
angegeben hat, diejenige Zeit, bei der ein gewisser Teil des Sub- 
strates bei einer bestimmten Wasserstoffionenkonzentration ge- 








Fig. 17. 


spalten ist, als Ordinate und die zugehörige pp als Abszisse 
in ein Diagramm einträgt, erhalten wir Kettenkurven, deren 
Minimum die optimale Wasserstoffionenkonzentration darstellt. 
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Für die Fig.18 habe ich die Zeit aus der Fig.17 entnommen 
wo 50 bzw. 75°/, des Glyeylglyeins gespalten waren. 


’ 


Stunden 


8 




















Fig. 18. 


Diese Figur zeigt. daß die optimale Wasserstoffionenkon- 
zentration für die Tätigkeit der Hefenereptase bei py: = 7.8 liegt. 


2. Darmerepsin. 


Im vorigen Abschnitt ist gezeigt worden, daß dieses Enzym 
durch den Zusatz der „Puffer“mischung gehemmt wird. Trotz- 
dem sind hier von mir einige Versuche mit „Puffer“zusatz an- 
gestellt worden. was, um die optimale Wasserstoffionenkonzen- 
tration bei dieser Enzymwirkung zu ermitteln, notwendig ist. 
In der Tabelle V sind diese angegeben. Die Versuchsanord- 
nungen sind schon besprochen worden. 

Die Tabelle XXXI und die Fig. 19 und 20 entsprechen 
ganz derjenigen der Hefenereptase. 

Bei der Hefenereptase lag die optimale Wasserstoffionen- 
konzentration bei Pp-— 17,8, beim Darmerepsin scheint sie etwas 
höher, aber nur um einige Zehntel in bezug auf py, zu liegen. 

Wenn man, wie Rona und Arnheim!) für die Erepsin- 
spaltung von Witte-Pepton angegeben haben, als Ordinate p/®, 
wo ® die willkürlich gewählte Enzymmenge bei optimaler 
Wasserstoffionenkonzentration und @ diejenige bei einer an- 
deren wirksamen Enzymmenge bedeutet, bekommen wir die 


1) Rona und Arnheim, diese Zeitschr. 57, 84, 1913, 
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Dissoziationskurve des Enzyms im Sinne Michaelis. Das Ver- 
hältnis /® kann ja nicht direkt ermittelt werden, aber und ® 
sind ja den Zeiten t und T umgekehrt proportional, die er- 
forderlich sind, um dieselbe Substratmenge bei optimaler (7) 
und einer anderen (t) Wasserstoffionenkonzentration zu spalten, 
und diese können wir aus den Fig. 18 und 20 ablesen. 


Tabelle XXXI. 
10 ccm 0,4 n-Glyeylglyein-+ z com ®/,-KOH + Kaliumphosphat (s ccm 
sek. + p cem prim.) + 10 cem Erepsin (I) + Wasser = 100 cem. 

















t = 380. 
Ber C et CE — ku t. | 
2: 0 2 4 6 8 
s+p: 10-+10 | 82+18 | 93+0,7 | 95+05 | 9,7+03 
Pr: 6,82 7,47 7,82 8,00 8,24 
PIN x eN g eN K eN K [N| K 
R a Dee l =. Deine 
is 8 31/,| 6 | 0,016 | 10 | 0,030 | 16 | 0,051 | 16 | 0,051 | 13 | 0,041 
FPE 11 19 | 0,018 | 31 | 0,032 | 47 | 0,057 | 44 | 0,051 39 | 0,042 
gSa |21 37 | 0,016 | 52 | 0,032 | 70 | 0,057 | 57 | 0,041 | 47 | 0,030 
> 46 |-| = |= - Kal oel — I—| — 


Stunden 
75 






































5 0 75 20 65 Ph 70 75 ac a5 
Fig. 19. Fig. 20. 


Die Dissoziationskonstanten für die beiden Enzyme. vor- 
ausgesetzt, daß es die Anionen sind, die katalytisch wirken, 
liegen beide etwa bei 1077. 
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Man muß jedoch immer in Erwägung ziehen, daß, wie 
früher gesagt ist, das Erepsin nicht völlig dissoziiert ist, son- 
dern auf irgendeine Weise von dem „Puffer“ gehemmt ist. 
Übrigens sind die Versuchsfehler von solchen relativen Größen, 
daß man die Dissoziationskonstanten der Enzyme kaum genau 
bestimmen kann. Ich habe daher die Dissoziationskurven der 
Enzyme in dieser Arbeit nicht mitaufgenommen. Meine Versuche 
geben ja einen Wert der Konstante für Erepsin von ca. 1077 
an, und dies stimmt ja nur ungefähr mit den von Rona und 
Arnheim angegebenen, 10”, 


Im Kap. III Abschn. D habe ich die Beziehung zwischen 
optimaler Wasserstoffionenkonzentration und optimaler Tem- 
peratur für die Tätigkeit des Darmerepsins behandelt. Ebenso 
wie Compton für die Maltase und Palitzsch und Walbum 
für das Trypsin (siehe dort) gefunden haben, konnte ich zeigen, 
daß die optimale Wasserstoffionenkonzentration mit steigender 
Temperatur sich gegen die saure Seite hin verschiebt. 

Bei Versuchen, die ich hier nicht veröffentliche, konnte 
ich dies bestätigen, auch was die Hefenereptase betrifft, jedoch 
allerdings nicht in so hohem Grade, wie die genannten Autoren 
gefunden haben. So z. B. lag das Optimum der Wasserstoff- 
ionen 

für 16° bei pp = 8,1, 
n 26° » pr=8,, 
» 38° » pp =7,8, 
» 44° » Pr‘ = 7,6. 


Wie dies zu erklären ist, ist schwer zu sagen. Wir müssen 
zwischen zwei verschiedenen Vorgängen unterscheiden: die Dis- 
soziation des Enzyms und seine Selbstzerstörung. Mög- 
licherweise ist die Verschiebung der optimalen Wasserstoffionen- 
konzentration nur scheinbar, sie bedeutet nur, daß das Enzym 
schneller zerstört wird, je alkalischer die Lösung und je höheı 
die Temperatur ist. 
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I. Die Reaktionskinetik bei Spaltungen von Glyeyl- 
glycin durch Hefenereptase und Darmerepsin. 


1. Hefenereptase. 


Im vorigen Abschnitt habe ich gezeigt, daß die Spaltungen 
von Glycylglycin bei konstant gehaltener Wasserstoffionenkon- 
zentration, wenn nur der Öptimalpunkt nicht überschritten 
wird, im großen und ganzen dem monomolekularen Reaktions- 
gesetze gehorchen. Um dies näher zu bestätigen, machte ich 
einige Versuche (Tabelle XXXII und XXXIII), wo durch Her- 
ausnehmen von je 25 anstatt 15 cem der Flüssigkeit zur Formol- 
titration die Versuchsfehler zu 1°/, in maximo reduziert wurden. 
Als „Puffer“ wurden 18,4 cem sekundärer und 1,6 cem primärer 
m/,-Phosphatlösung zugesetzt; die Wasserstoffionenkonzentration 
entsprach pg = 7,8, war also optimal. 


Tabelle XXXII. 

10 ccm ,4n-Glycylglyein--4cem®/,- 
NaOH + 1 ccm Enzym (b) +20 cem 
Phosphat + Wasser — 100 ccm. 
Pr: t=38°. 


Tabelle XXXIII. 

10 ccm 0,4n-Glycylglyein+4cem®|;- 
NaOH -+ 10 ccm Enzym (a)+20 cem 
Phosphat -+ Wasser = 100 cem. 
Pr =78. t—389°. 














Verdau- | °/, Amino- Verdau- | °/, Amino- 
ungszeit in| Stickstoff K ungszeit in| stickstoff K 
Stunden x Stunden x 
= 0 0 *< 
0,157 3 28,6 0,113 
0,150 6 50,1 0,115 
0,150 9 62,0 0,108 
0,150 21 906 | 0113 
| 0,157 30 93.0 | (0,090) 
0.145 
0,143 
0,147 
(0,138) 








Die Enzymkonzentration ist so gewählt, daß ein Fehler 


von einigen Minuten in der Versuchszeit keine Rolle spielt. 
Die Werte von K sind ja, wie aus den Tabellen hervorgeht, 
genügend konstant. Sie zeigen aber eine, allerdings nur schwach 
sinkende Tendenz. Dies werde ich unten näher erörtern. 

In Tabelle XXXIV und Fig. 21 sind fünf ähnliche Versuche 
angegeben, die Enzymkonzentration ist aber variiert worden, 


von 0,5 bis 3 ccm. In II bis V gehorchen die Kurven dem 


r 
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monomolekularen Gesetze auch, in I sinkt die Konstante aber 
beträchtlich. 

Weil die Kurven logarithmisch sind, sollen sie dem q-t- 
Gesetze gehorchen!), wenn mit q die Enzymkonzentration und 
mit t diejenige Zeit, in der dieselbe Menge des Substrats ge- 
spalten wird, gemeint ist. 


Tabelle XXXIV. 
10 ccm 0,4 n-Glycylglycin -+ 4 cem ®/,-NaOH + x cem Enzym -+-20 cem 
Phosphat —- Wasser = 100 ccm. 
Pr =78. t= 38°. 



























ze EI Te ME. 8 So, 9 
yerins x = 0,5 | m=1 | xr = | z = | m= 
ungszeit in] —— Y —— = 
Stunden P, N. K Pr N| K [IN K |N K [N| K 

ee a PT ias S a 
— | = | = EA 1.039 
1 0,35 | 32 | 0,40 | 55 | 0,80 
2 0,27 | 59 | 0,45 | 77 | 0,74 
3 0,30 | 77 | 0,49 | 91 | 0,80 
4 — | le KO 
5 035 | 2/05 | — | — 
9 == 000 |=. = 
12 
%N 
700 


"a = 
im mama 
| | 


Fig. f 


In der Tat ist, wie aus Tabelle XXXIV hervorgeht, das 
Produkt von K mit der relativen Enzymkonzentration z kon- 
stant, was dieselbe Sache bedeutet. 








1) Arrhenius, Quantitative Laws of Biol. Chemistry, London 
1915, S. 44. 
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In Tabelle XXXIV, Versuch 1, sank der Wert von K mit 
der Reaktionszeit. In Tabele XXXV ist ein ähnlicher, aber 
genauerer Versuch, wo die Enzymkonzentration im Verhältnis 
zu der des Substrates sehr klein ist, angegeben. 

K sinkt fortwährend, schneller, je weiter die Reaktion 
fortschreitet. Wenn 68°/, des Glycylglycins gespalten sind, 
hört die Reaktion auf, d. h. alles Enzym ist verbraucht. 


Tabelle XXXV. 
0,5 cem Enzym (b) pro 100 cem. 
pa = 8, nn 88, 








Verdau- °/, Amino- 
ungszeit in stickstoff | K 
Stunden x | 
0 0 == 
2 14,0 | 0,074 
5 29,5 0,071 
12 50,0 0,058 
24 59,1 0,037 
48 68,2 0,023 
(12 68,2 0,016) 


2. Darmerepsin. 


In der Tabelle XXXVI sind einige Versuche über Spal- 
tungen von Glyeylglycin durch Erépsin angegeben. Sie sind 
alle bei 38° und mit konstanter Wasserstoffionenkonzentration 
von py = 7,8 ausgeführt. Übrigens sind sie alle gleich, nur 
die Enzymmenge ist variiert worden. 


Tabelle XXXVI. 
10 cem 0,4 n-Glyeylglyein + 4 cem ®/,-KOH + 20 cem Kaliumphos- 
phat —+- Erepsin (D + Wasser = 100 cem. 
Py = 718. t= 38°. 
















Verdau- I. mr | ur IV. 
ungszeit| 5 cem Enzym |10 cem Enzym | 20 cem Enzym |40 cem Enzym 
in da Ebern 





Stunden| 9 N| K [N| £ [° N] 





0 0 | =: 0 = 0 = = 
2 = = ed = = = 0,069 
6 5 | 0079] 10 | 0,018 | 16 | 0,030 0,062 
11 Zr = = ar — 0,058 
23 | 0,0076 | 32 | 0,017 | 50 | 0,080 0,065 


16 
48 26 0,0065 | 52 0,016 78 | 0,030 
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Die Bezeichnungen in der Tabelle sind dieselben wie im 
vorigen Abschnitt. Die Spaltungen verlaufen ganz ähnlich 
denen der Hefenereptase. In I. und II. sinkt die Reaktions- 
konstante, was dadurch seine Erklärung findet, daß die Spal- 
tung so langsam geht, daß die Enzymzerstörung sich bemerk- 
bar macht. In III. und IV. ist K ziemlich konstant, besonders 
wenn man in Erwägung zieht, daß die Versuchsfehler relativ 
groß sind. 

Aber auch hier muß man bedenken, daß der „Puffer“ das 
Enzym hemmt, und daß daher nicht die ganze Enzymmenge 
spaltend wirkt. Darum muß man in diesem Falle in der Be- 
urteilung der Resultate vorsichtig sein. 

So viel kann gesagt werden, daß bei konstanter 
Temperatur und Wasserstoffionenkonzentration, wenn 
der Optimalpunkt nicht überschritten wird, die Spal- 
tungen von Glycylglycin mit Hefenereptase oder 
Darmerepsin monomolekulare Reaktionen sind. Die 
Konzentration des Enzyms in bezug auf die des Sub- 
strats muß doch so groß sein, daß die Selbstzerstörung 
des Enzyms vernachlässigt werden kann. Das Enzym 
wirkt unter diesen Bedingungen also wie ein rein 
chemischer Katalysator. Die Abweichungen von der mono- 
molekularen Formel, die Abderhalden und Euler gefunden 
haben, sind dadurch erklärlich, daß diese Autoren die Wasser- 
stoffionenkonzentration in der Versuchsflüssigkeit während der 
Reaktion nicht konstant gehalten haben. 


J. Die Selbstzerstörung des Enzyms in alkalischer 
Lösung. 


Die Selbstzerstörung des Enzyms übt auf die Spaltungs- 
geschwindigkeit einen beträchtlichen Einfluß aus, wie ich oben 
gezeigt habe. 

Die Kurven in Fig. 22 stellen Spaltungen von Glycyl- 
glycin, den vorhergehenden ganz ähnlich, dar. In I ist „Puffer“ 
zugesetzt, wodurch py- auf 7,8 konstant gehalten ist. In II 
ist kein Puffer zugesetzt, pz. war im Anfang 7,8. Wenn in II 
ca. 25°/, gespalten worden waren und also pp = 8,3 war, 


wurde die Flüssigkeit in zwei Teile getrennt; zu einem wurde 
Biochemische Zeitschrift Band 81. 13 
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vorsichtig so viel n/.-Salzsšure zugesetzt, daß py = 7,7 wurde. 
ITa gibt jetzt den Reaktionsverlauf in diesem Teil, IIb in dem 
ursprünglichen an. Die Kurven zeigen deutlich an, daß die 
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Stunden 
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Fig. 22. 











„hemmende“ oder „befördernde“ Einwirkung von Säuren und 
Alkalien durch einen Dissoziationsvorgang des Enzyms erklärt 
werden kann. 

Um zu erforschen, inwieweit die Spaltungsfähigkeit des 
Enzyms durch Vorbehandlung in alkalischer Lösung verändert 
wurde, führte ich folgenden Versuch aus: Zu 25 cem Enzym- 
lösung (a) wurden 92 cem sek. und 8 ccm prim. ™/,- Phosphat 
(Pr: = 7,8) zugesetzt, wonach die Flüssigkeit auf 200 cem ver- 
dünnt wurde, und in einen Thermostaten bei 38° gestellt. 
Nach den in der Tabelle XXXVII und Fig. 23 angegebenen 
Zeiten wurden je 40 cem herausgenommen, und zu diesen 
wurden 5 cem 0,4 n-Glycylglyein + 2 ccm "/,-Natronlauge 
+ 3 ccm Wasser zugesetzt, und diese Flüssigkeiten wurden 
wieder bei 38° hingestellt. In diesen wurde dann die Enzym- 
wirkung durch Formoltitration nach gewissen Zeiten bestimmt. 
Ein Parallelversuch mit unvorbehandeltem Enzym wurde ebenso 
ausgeführt (I. in Tabelle XXXVII). 
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Tabelle XXXVII. 
p= 78. t=38°. 


























Formol- °l N nach Vorbehandlung in Stunden 
titrierung š e = = $ ma 
nach | CSa - | 85Std. | 6Std. 9 Std. 
Stunden I. II. HI. IV. 
8 1 R | 
0 0 _ 0 0 0 
3 29 0,11 16 10 7 
6 50 0,12 29 = = 
9 62 0,11 — -— — 
12 — — — — 33 
15 80 0,11 — 43 —- 
18 = _ 62 — — 
21 9 | om = = = 




















Fig. 23. 


Aus der Fig. 23 geht hervor, daB die Vorbehandlung im 
höchsten Grade das Enzym schädigt. Die Mengen von Glycyl- 
glycin, die in den verschiedenen Fällen nach derselben Zeit 
gespalten sind, sind dem unzerstörten Teil des Enzyms pro- 
portional. So z.B. sind nach 3, 6 und 9 Stunden Vorbehand- 
el = un T ° des Enzyms unzersetzt 
geblieben. Diese Werte sind in Tabelle XXXVIII aufgetragen; 


lung 


1 š ; 
unter K ist K =F = z a berechnet, / ist hier die Vor- 
13* 
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behandlungszeit in Stunden und x die Prozente zerstórtes En- 
zym. K ist, wie die Tabelle zeigt, ziemlich konstant. 


Tabelle XXXVIII. 














Vorbehand- | °/, zerstörtes | 
lungszeit Enzym | K 
in Stunden x 
0 0 _ 
3 45 0,20 
6 65 0,18 
9 76 0,16 


Die Enzymzersetzung verläuft also relativ schnell in 
alkalischer Lösung, wenn kein Substrat zugesetzt ist. Be- 
trachten wir indessen Tabelle XXXVII, I.; hier sind die Werte 
von K genügend konstant, dies bedeutet folglich, daß die Ge- 
schwindigkeit, mit der das Enzym sich zersetzt, im Verhältnis 
zu der Peptidspaltung sehr klein ist. 

Dies zwingt zu dem Schluß, daß die Anwesenheit von 
Peptiden eine schützende Einwirkung auf die Stabilität des 
Enzyms hat. Dies steht in guter Übereinstimmung mit der 
von Vernon!) gefundenen Tatsache, daß Eiweißstoffe und 
Aminosäuren eine schützende Einwirkung auf Pankreastrypsin 
haben. 

Tabelle XXXIX. 

0,4 n-Glycylglycin + °/,-NaOH -+ 20 cem Phosphat -+ 10 cem En- 
zym (a) + Wasser — 100 cem. 

a) 5cem Glyceylglyein + 2 cem NaOH. 

b)10 » A 44 x NaOH. 

c)20 > n +8 » NaOH. 
Ppp=78. t=385. 





Verdauungs- er" Aminostickstoff in mg 














zeit — ç 

in Stunden a) | b) | c) 
0 0 0 O 

2 0,8 08 | 08 

7 2,1 2,8 3,1 

12 99 | 492 5,6 

24 28 53 7,3 





Jetzt ist es leicht zu verstehen, warum die Reaktions- 
geschwindigkeit bei derselben Enzym-, aber verschiedener Sub- 


1) Vernon, Journ. of Physiol. 30, 31, 1904. 
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stratkonzentration wächst, je größer die letztere ist. In Ta- 
belle XXXIX ist ein Versuch hierüber angegeben. Anstatt in 
Prozent ist die Menge freigemachten Aminostickstofis in Milli- 
gramm pro 12 ccm Flüssigkeit angegeben. 

Diese Versuche sind ja die Umkehrung zu den in Ta- 
belle XXXIV angegebenen. Die Resultate in beiden Fällen deuten 
darauf hin, daß bei reaktionskinetischen Studien von enzyma- 
tischen Spaltungen bei Peptiden solche relativen Konzentrationen 
von Enzym und Substrat gewählt werden sollen, daß die Selbst- 
zerstörung des Enzyms vernachlässigt werden kann. 
~ Tammann?) hat eine Formel abgeleitet, worin die Enzym- 
zerstörung berücksichtigt wird. Dies ist unter der Voraus- 
setzung gemacht, daß die Zerstörungsgeschwindigkeit unabhängig 
von der Substratkonzentration ist. Dies ist jedoch durchaus 
nicht der Fall, wie ich gezeigt habe, und daher versagt auch 
Tammanns Formel beim Berechnen z. B. der Versuche in 
Tabelle XXXV. 


K. Einfluß verschiedener Ionen auf die Reaktions- 
geschwindigkeit. 


In vielen Fällen hat man gefunden, daß der Zusatz einiger 
Salze die Wirksamkeit hemmt, während der Zusatz anderer 
Salze die Wirkung gar nicht beeinflußt oder sie sogar be- 
fördert. Besonders für Erepsin hat Kobzarenko?) eine Reihe 
von Versuchen über die Wirkung verschiedener Ionen auf 
Spaltungen von Pepton ausgeführt. Es muß jedoch gleich 
gesagt werden, daß man mit der von ihm gebrauchten ana- 
lytischen Methode, der Biuretprobe von Cohnheim, nur zu 


1) Vgl. Euler-Pope, General Chemistry of the Enzymes, 1912, S. 233. 
Die Spaltungsgeschwindigkeit sei = —k,(a—x) und die der Enzym- 
zerstörung 4 = k,(b— w). Durch Kombination dieser Formeln und 


nachherige Integration wird die” folgende Reaktionsformel erhalten: 
kat 
e“? 


K 


=A = Aber k, ist ja hier nicht konstant, sondern von 


e—1 
der Substratkonzentration abhängig, und daher kann diese Formel nicht 
gebraucht werden. 

2?) Kobzarenko, diese Zeitschr. 66, 1914. 
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qualitativen Resultaten gelangen kann. Die Angaben Kob- 
zarenkos stimmen auch, wie unten gezeigt wird, in vielen 
Fällen gar nicht mit den hier — mit einer viel genaueren 
analytischen Methode, der Formoltitration — gewonnenen Re- 
sultaten überein. 

1. Hefenereptase. 


Euler!) hat schon gezeigt, daß Zusatz von Glykokoll 
keinen Einfluß auf die Spaltung von Glycylglycin mit Erepsin 
ausübt. In der Tabelle XL ist ein Versuch hierüber angegeben, 
der ebenso deutlich zeigt, daß das Reaktionsprodukt, Glyko- 
koll, keine Einwirkung auf die Enzymtätigkeit, auch was die 
Hefenereptase betrifft, hat. 


Tabelle XL. 
a) 10 ccm 0,4 n-Glycylglyein + 4 cem °/,-NaOH + 20 com Phosphat 
-L 10 cem Enzym (a) + Wasser = 100 cem. 
b) Dasselbe + 10 ccm 0,4 n-Glykokoll = 100 cem. 
Pr, —=78. t= 380, 


Verdauungs- °, N 
zeit in TREE € a <= 
Stunden < a) Á | T b — 














0 0 | 0 
2 14 | 16 
7 48 48 
12 68 | 71 
24 90 | 88 


Einige Versuche über die Neutralsalzwirkung auf dieses 
Enzym sind in der Tabelle XLI zusammengestellt. Die Kon- 
zentration des Salzes in bezug auf die Versuchsflüssigkeit ist 
in jedem Falle in der Tabelle angegeben. 

Was zuerst den Einfluß von Cyankalium betrifft, so wirkt 
dieses Salz in einer Q,1n-Konzentration völlig hemmend (in 
Betracht muß jedoch gezogen werden. daß Cyankalium hydro- 
lytisch gespalten ist und die Alkalinität in dem Versuche 
etwas höher als pp = 7,8 war), in 0,01 n-Konzentration wirkt 
es aber nur zum Teil hemmend. 

Das auffallendste Ergebnis der Tabelle XLIa ist die herab- 
setzende Wirkung der Jodidionen, während Chlorid- und Bromid- 
ionen von derselben Konzentration keine solche Wirkung zeigen. 


1) Euler, ]. c. 
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Aber wenn einige Tropfen Natriumthiosulfatlösung, welches 
Salz an und für sich die proteolytische Tätigkeit des Enzyms 
nicht herabsetzt, der Probe zugesetzt werden, wird die hem- 
mende Wirkung aufgehoben, wie aus der Tabelle XLIb hervor- 
geht. Es zeigte sich auch bei anderen Versuchen, daß ein 
Zusatz von Jod, in Jodkalium gelöst, auch in geringfügiger 
Konzentration die proteolytische Wirkung vollkommen aufhob. 
Im Versuch XLIa scheint also keine primäre Ionenwirkung 
vorzuliegen, sondern die Ergebnisse dürfen wohl auf irgendeine 
enzymatische Oxydation des Jodsalzes (im Hefepreßsaft sind 
ja immer Oxydationsenzyme vorhanden) zurückzuführen sein. 


“ Tabelle XLI. 
10 cem 0,4 n-Glycylglycin + 4 cem ®/,-NaOH -}- 20 cem Phosphat 
— 5 cem Enzymlösung (b) +- Salzlösung + Wasser — 100 cem. 
Pr = 78. 1=38°. 
a) 


°/, freigemachter Aminostickstoff 











Verdauungszeit | 
in Stunden | 















































2 | 32- |55 | 3 | 
b) 
Verdau- lo freigemachter  Aminostickstoff 
ungszeit Peg. Fi 3 B KJ Bë == I x | Ps 
in Kon- | KJ | -4 Na,S,0;) Lici | KCN Phenol 
Stunden] trole | 02n Fan) 02n | 00n | 005°% 
Be Bl ee == === === 
2 56 | U | 8. | se P ag l 38 
4 8 | 59 8 | 3 | 4 84 


Chlorat- und Nitrationen wirken auch herabsetzend auf 
die Enzymtätigkeit, aber dies läßt sich wahrscheinlich aus der 
Oxydationsfähigkeit dieser Stoffe erklären. 

Eine verdünnte Phenollösung hat keinen Einfluß, und 
Natriumfluorid, welches Salz in vielen anderen Fällen als ein 
starkes Enzymgift wirkt, zeigt auch keine hemmende Wirkung. 

Bemerkenswert ist, daß Sulfationen hier keine Hemmung 
verursachen. Wie ich in den vorhergehenden Kapiteln gezeigt 
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habe, werden sowohl die Pepsin- wie die Tryptasewirkungen 
durch Sulfationen, wenn auch geringfügig, gehemmt, und nach 
Ringer (siehe daselbst) ist dies wohl durch die Quellungsvor- 
gänge des Substrates zu erklären. Es ist ohne weiteres er- 
sichtlich, daß dieser Umstand bei Spaltungen von Glycylglyein, 
was das Substrat betrifft, belanglos ist. 

Das Hauptergebnis dieser Versuche ist jedoch das, daß 
Neutralsalze mit den gewöhnlichsten anorganischen Ionen, in 
mäßiger Konzentration gar keinen Einfluß auf die Wirkungs- 
fähigkeit der Hefenereptase ausüben. 

In den meisten dieser Versuche war die Versuchsflüssig- 
keit 0,2n in bezug auf zugesetztes Salz. Aber überall war 
eine „Puffermischung“ von Phosphaten vorhanden, wodurch die 
totale Salzkonzentration ungefähr die doppelte war. 

In Tabelle XCII sind einige Versuche mit Chlorkalium, 
Chlorcaleium und Chlormagnesium von wechselnden Konzen- 
trationen angegeben. Hier ist kein Puffer zugesetzt, die Wasser- 
stoffionenkonzentration im Anfang entsprach py: = 7,6 und 
veränderte sich folglich während der Reaktion. Die Versuche 
sind indessen miteinander vergleichbar. 


Tabelle XLII. 


10 cem 0,4 n-Glyeylglyein + 3 cem ?/,-NaOH + 5 cem Enzym (c) + Salz- 
lösung + Wasser — 100 cem. 


























pH im Anfang == 7,6 t= 97% 
N. | Kontrolle] 1. 12.159 | 4 281 EA | 7 | 8 
Salz: Ohne | KCI CaCl, MgC! 

Salz- |gesättigt 

Konzentration:| zusatz | ca. 4n | "4 | Phe | "ha | Ph | "e | Ph | Ph 
IE 2, freigemachter Aminostickstoff ° 
gel To oe) Totale 
Fages) 9 SEO I 240 46,2) 5101 5101 0 | — | — | 21,0 
> ° SS 18 869 | 450 7731| 83,7) 83,7| 3,0 | 6,2 | 98 | 32,0 


Was zuerst das Chlorkalium betrifft, so sind wir berechtigt 
zu sagen, daß zuerst bei einer Salzkonzentration, die In ist, 
eine merkbare, aber allerdings nur kleine Hemmung der enzy- 
matischen Wirkungsfähigkeit eintritt. Sogar in gesättigter 
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Lösung (ca. 4n) ist die Enzymwirkung nur zu ca. 50°), ge- 
hemmt t). 

Calcium- und Magnesiumchlorid wirken im höchsten Grad 
nachteilig auf die Hefenereptase. Dies ist aber sehr leicht er- 
klärlich. Denn bei dieser Alkalinität (py- = 7,6 bis 8,0) wird 
ein großer Teil von diesen Metallionen als unlösliches Hydr- 
oxyd ausgefällt, und wahrscheinlich reißen sie dabei mehr oder 
weniger von dem Enzym mit. In der Tat wurden in den Ver- 
suchen 5 bis 8 dergleichen Niederschläge beobachtet. Aus diesen 
Versuchen kann also kein Schluß über die Einwirkung von 
Calcium- oder Magnesiumionen auf die Hefenereptase gezogen 
werden. 


2. Darmerepsin. 


Wie im Abschnitt D schon gesagt ist, übten Phosphate 
eine Hemmung auf die Wirkung des Erepsins aus. Bei den 
folgenden Versuchen sind im Gegensatz zu denen mit Hefen- 
ereptase keine „Puffer“ zugesetzt. Die Wasserstoflionenkonzen- 
tration ist folglich während der Reaktion nicht konstant, und 
die Spaltungskurven verlaufen daher nicht monomolekular. 
Aber die Versuche sind, mit Ausnahme des anwesenden Salzes, 
einander völlig gleich, und da sind ja doch die Ergebnisse 
vergleichbar. Die anfängliche Wasserstoffionenkonzentration 
entsprach immer py: = 7,8. Die Tabelle XLIII ist der Tabelle XLI 
ganz analog. Die Salzkonzentration der Versuchsflüssigkeit ist 
aber doppelt so groß wie diejenige in der Tabelle XLI, aber 
in diesem letzteren Falle kommt die Phosphatkonzentration 
hinzu. In osmotischer Hinsicht sind die Lösungen in beiden 
Fällen einander ziemlich gleich. 


1) Einige sehr interessante Versuche über die Einwirkung von Chlor- 
natrium auf die Reaktionsgeschwindigkeit bei der Rohrzuckerinversion 
durch die Invertase sind neuerdings von zwei amerikanischen Forschern, 
H. A. Fales und J. M. Nelson, veröffentlicht (Journ. Amer. Chem. Soc. 
37, 2769, 1915). Sie haben gefunden, daß Zusatz von diesem Salz die 
Invertasewirkung herabsetzt, jedoch am schwächsten, wenn die Wasser- 
stoffionenkonzentration der dem Enzym optimalen entspricht. In diesem 
Falle hat eine 2n Konzentration nur einen schwachen Effekt, eine Tat- 
sache, die mit den Ergebnissen der hier untersuchten Hefenereptase in 
gutem Einklang steht. 
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Tabelle XLIII. 
10 ccm 0,4 n-Glyeylglyein + 4 cem ®/,-KOH -- Salzlösung -+ 20 cem 
Erepsin (II) + Wasser = 100 ccm. 














= 7,8°(im Anfang) t = 38°. 
91, öl | v; 
£|: s KC | KBr | |K,80,| KNO,| NaCl | NaBr| LiC | KF 
S° Na 8.0 | 
NF oan | 04n ur ns "loan aan 04n | 05n | 04n | Otn 
3s š apa S Sa z Er EN 
>s 0j, Aminostickstoff 








ajel af) 8 | 9 o 2 | 13 | 18 Í 31 
24 | 62 | 22 | 28 | 28 | 28 | 22 28 | 26 | 24 | 4 

Es ist sogleich auffallend, wie stark der Salzzusatz die 
Wirkung des Erepsins herabsetzt. Und zwar haben sämtliche 
hier untersuchte anorganische Salze im großen und ganzen 
denselben Einfluß. Die Behauptung Kobzarenkos, daß Na- 
triumsalze die Erepsinwirkung herabsetzen, während Kalium- 
salze keinen Einfluß zeigen, scheint also fehlerhaft zu sein 
(siehe auch Tabelle XLIV). Dasselbe gilt für seine Behaup- 
tungen betreffs einiger der Anionen. 


Tabelle XLIV. 
10 cem 0,4 n-Glycylglycin + 4 cem ®/,-KOH + Salzlósung + 20 ccm 
Erepsin (II) + Wasser — 100 cem. 
Pr = 7,8 (im Anfang). a) KCI t = 38°. 


KCI - Konzentration 
08n | 02n | 0,08n | 002n 
10-01 | 10-07 | 10711 | 10-17 





Kontrolle H 0,002 n 


10-27 





I 
I 


| Verdauungs- 
zeit in 
Stunden 


°/, Aminostickstoff 


ra WE ð 
19 | 75 Pa ee = 62 | 83 in 25 10 
24 | 84 [100 | 16| 19| 50 | 60 | 74 88 | B0 95 














10-27 





b) NaCl 
A x NaCl - Konzentration 
s=#5[Kontrolle| Osn | 02n | 0,08n | 0,02n | 0,002n 
335 10-041 10-0,7 10-1,1 | 10-17 | 

š Sal 

= 


x Aminostickstoff 

3 SW | ô ó | ð ò 

19 75 |100 | 13 | 17 | 44 | 59| 62 83| 75 10 75 |100 
84 |100 | 16 | 19 | 52 | 62 | 70 | 83 | 82 | 98 | 84 | 100 

(ô bedeutet den in den verschiedenen Fällen wirksamen Teil des 


Enzyms in Prozenten, wenn man annimmt, daß in der Kontrollprobe 
1002, des Enzyms wirken.) 
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Nitrationen weisen auch hier die größte hemmende Ein- 
wirkung auf. 

In der Tabelle XLIV sind einige Versuche mit Chlor- 
kalium und Chlornatrium von verschiedenen Konzentrationen 
angegeben. 

In Fig. 24 ist die Konzentration des zugesetzten Salzes, 
der besseren Übersicht wegen der Logarithmus derselben, als 
Abszisse und die in Tabelle XLIV „ 
angegebenen Werte von ó als SSS k i £a 
Ordinaten aufgetragen. É | 

Zuerst zeigt sich, daß Chlor- | 
natrium undChlorkalium gleicher | 
Konzentration dieselbe Hem- 
mung hervorrufen. Der Betrag 
der Hemmung ist offenbar von 
der Salzkonzentration abhängig. 
Und nur Salzkonzentrationen, 
die kleiner als 0,01 n sind, üben 
keinen Einfluß auf die Wirkung 
des Erepsins aus. Hier liegt 


also ein tiefgehender Unter- Be -2 E3 




















schied zwischen Darmerepsin 
und Hefenereptase, welch letz- 
tere erst gegen eine Salzkonzentration von Normalität 1 emp- 
findlich ist, vor. 

Was diese Kurve bedeutet, ist bei unserer heutigen 
Kenntnis über den Bau der Enzyme unmöglich zu sagen. Sie 
ist den Michaelisschen +) Dissoziationskurven ähnlich, und 
wahrscheinlich hängt die Neutralsalzwirkung auf die Tätigkeit 
des Erepsins mit den Dissoziationsverhältnissen desselben eng 
zusammen. 

So viel darf jedoch gesagt werden, daß die Hemmung 
des Erepsins nicht durch irgendeine Wirkung einzelner Ionen 
hervorgerufen worden ist, sondern die Hemmung ist in erster 
Linie von der Totalkonzentration des zugesetzten Salzes ab- 


hängig. 


Fig. 24. 


1) Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin 1914. 
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Die Ergebnisse dieses Abschnittes lehren weiter, daß bei 
reaktionskinetischen Studien von Peptidspaltungen die Hefen- 
ereptase vorzuziehen ist, und daß man bei Arbeiten mit Darm- 
erepsin immer die vorhandene Salzkonzentration und deren 
Einfluß auf das Enzym berücksichtigen muß. 

Doch ist wohl anzunehmen, daß der Darmschleimhautsaft 
in bezug auf peptidspaltende Enzyme ein reineres Präparat als 
der Hefepreßsaft darstellt. 


L. Nachtrag. 


Abderhaldens neueste Arbeiten über die peptolyti- 
schen Enzyme der Hefe. 


Nachdem diese Arbeit im Manuskript schon abgeschlossen 
war, haben Abderhalden und Fodor!) eine umfangreiche 
Abhandlung über den fermentativen Abbau von verschiedenen 
Polypeptiden durch Hefemazerationssaft veröffentlicht. Da 
diese Arbeit in naher Beziehung zu meinen Untersuchungen 
steht, muß ich hier Abderhaldens Resultate näher besprechen. 
Selbst hatte ich nicht Gelegenheit, die enzymatische Spaltung 
von anderen einfachen Peptiden als Glycylglyein zu studieren, 
und daher ist Abderhaldens Arbeit nach dieser Richtung 
von Bedeutung. 

Abderhalden hat jetzt seine frühere polarimetrische Me- 
thode zur Verfolgung der Spaltungsgeschwindigkeit verlassen 
und ist zu derselben Methode, welche ich vorwiegend verwendet 
habe, der Formoltitration von Sörensen, übergegangen. Leider 
hat er sich über die Versuchsmethodik sehr kurz gefaßt, und 
es bieten sich daher gewisse Schwierigkeiten, seine Versuche 
im einzelnen zu verfolgen. Ich bin davon überzeugt, daß seine 
Versuche im großen und ganzen wohl ein richtiges Bild von 
den peptolytischen Vorgängen geben, jedoch scheint es mir, 
als wären sie in gewissen Einzelheiten nicht ganz einwandfrei. 

Das von ihm verwendete Enzympräparat (nach Lebedew 
hergestellter Mazerationssaft von Trockenhefe) wurde nicht 
durch Dialyse gereinigt und enthielt daher beträchtliche Mengen 
von Stickstoff, von Eiweißstoffen, Peptiden, Aminosäuren und 
anderen Abbauprodukten des Hefeneiweißes herrührend. Bei 


1) Abderhalden und Fodor, Fermentforschung, 1, 533, 1916. 
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einigen Versuchen, wenn es auch nicht unmittelbar aus den 
Tabellen hervorgeht, scheint es, als wäre der Stickstoffgehalt 
des Enzympräparats etwa ebenso groß oder sogar größer als 
der Stickstoffgehalt des Peptids.. Ist es nun ausgeschlossen, 
daß dieser Umstand die Versuchsergebnisse beeinflussen könnte? 

Um die Wasserstoffionenkonzentration konstant zu halten, 
hat er zu der auf Lackmus-Neutralität gebrachten Peptidlösung 
Phosphatmischungen zugesetzt. Die Wasserstoffionenkonzen- 
tration hat er im Anfang der Versuche elektrometrisch bestimmt 
und sich dann ganz darauf verlassen, daß diese sich nicht 
während der Verdauung ändere. Es ist jedoch fraglich, ob die 
Phosphatmischungen in allen Fällen die Wasserstoffionenkon- 
zentration konstant zu halten vermögen. Ein Blick auf die 
große Tafel in Sörensens Enzymstudien II!) zeigt uns, daß 
dies wohl in dem Intervalle pp = 5,5 bis pp —= 7,5 zutrifft, 
auch mit relativ kleinen Phosphatkonzentrationen, aber außer- 
halb dieses Intervalles kann es wohl manchmal möglich sein, 
daß die Phosphatkonzentration (wenn sie nicht kolossal ist) 
nicht ausreicht. Denken wir uns nämlich die Spaltung eines 
beliebigen Dipeptids in alkalischer Lösung: 


R-NH, 
| 
co ök 

er +—y = R.NH,:C00H + R, - NH, COOH; 
| 
R, — COOH 


und daß die Dissoziationskonstanten von dem Dipeptide und den 
beiden Aminosäuren, als Säuren betrachtet, k,, k, und k, be- 
kannt sind. Dann können wir in ähnlicher Weise wie in 
Kap. V,C die Wasserstoffionenkonzentration, k, immer berech- 
nen, wenn wir noch die Konzentration jeder der drei Kom- 
ponenten und die des Alkalis kennen. Sind die Werte von 
k,, k, und k, klein und ziemlich gleich, so wird sich die Wasser- 
stoffionenkonzentration bei einer gewissen Alkalikonzentration 
während der Spaltung kaum verändern. Sind dagegen die 
Werte der Konstanten ziemlich groß und verschieden, so kann 
sich die Wasserstoffionenkonzentration während der Reaktion 


1) Sörensen, Enzymstudien II, 1. c. 
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sehr bedeutend ändern. Diese Veränderungen können so groß 
sein, daß besonders außerhalb des Intervalles py = 5,5 bis 
Pu = 7,5 mäßige Phosphatkonzentrationen nicht ausreichen. 

Wenn man anstatt Dipeptide Tri- oder Polypeptide ver- 
wendet, wird die Sache noch komplizierter. Mit dieser Dis- 
kussion habe ich nur zeigen wollen, daß man nicht absolut 
sicher sein darf, daß bei Abderhalden, trotz des Pufferzu- 
satzes, die Wasserstoflionenkonzentration während der Spal- 
tung immer bei dem Anfangswert konstant verblieben ist. 

Weiter scheint es mir, als wären die Formoltitrierungen 
nicht ganz einwandfrei. Zieht man in Betracht, daß die Ver- 
dauungszeiten so kurz und die Flüssigkeitsmengen so klein wa- 
ren, so können die Versuchsfehler relativ groß sein. Die Phos- 
phor- und Kohlensäure muß zuerst aus der Flüssigkeit weg- 
geschafft und die Probe dann genau auf Lackmusneutralität 
gebracht werden, ehe die eigentliche Formoltitrierung vorge- 
nommen werden kann. Da große Mengen Pufferstoffe, Amino- 
säuren u. dgl. vorhanden sind, ist es nicht leicht, den Neutral- 
punkt mit Präzision zu ermitteln. Wie außerordentlich große 
Dienste die Formolmethode auch leistet, so darf man ihre Ge- 
nauigkeit nicht überschätzen. Um ganz sichere Werte zu er- 
halten, muß man ziemlich große Mengen von den Versuchs- 
flüssigkeiten zu jeder Titrationsprobe nehmen. 

Mit diesen Worten soll keineswegs die Bedeutung der 
Abderhaldenschen Arbeit verkleinert werden, nur versuche 
ich zu zeigen, daß man seine Werte von der optimalen Wasser- 
stoffionenkonzentration für die Spaltung von verschiedenen Pep- 
tiden durch die Hefenereptase nicht als endgültig festgestellt 
ansehen darf. Ebenso muß man bei der Deutung der Reak- 
tionskinetik sehr vorsichtig sein. 

Die folgende Tabelle ist aus seiner Arbeit entnommen: 


Die optimale Wasserstoffionenkonzentration bei der Spal- 
tung von verschiedenen Peptiden durch Hefemazera- 


tionssaft. 

Peptid. Opt. pu: 
Glycyl-l-leucin . . . 2 . . . . .841; 850 
l-Leucyl-glyein . . . . . . . . 7,50; (7,56) 
d-Alanyl-glyein . . . . . . . . 7,80—8,18 
Glyeyl-d-alanin . . . . . . . . 7,80—7,91 


d-Alanyl-l-leuein. . . . . . . . 6,76; 6,85 
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l-Leucyl-d-alann .. . . . . .6.80—7,89 
l-Leueyl-glyein . . 2.2.2... 7,56 
l-Leucyl-l-Asparaginsäure . . . . 6,76—6,80 
l-Leucyl-glyeyl-glyein . . . .. . 7,26 
l-Leucyl-diglyeyl-glyein . . . . . 17,29 
l-Leucyl-triglyeyl-glyein.. . . . . 7,28 
l-Leucyl-pentaglyceyl-glyein . . . 6.64 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daß die optimale Wasser- 
stoffionenkonzentration für die Spaltung von verschiedenen 
Peptiden nicht konstant ist. Vielmehr schwankt sie beträcht- 
lich, so z. B. liegt das Optimum in einigen Fällen bereits 
in saurer Lösung. Abderhalden zieht jetzt folgenden Schluß: 
„Das Optimum ist keineswegs konstant, sondern hängt 
auch bei gleichen Fermentmengen von der Natur des 
Polypeptids ab.“ 

Ich will hier versuchen, eine, allerdings nur hypothetische, 
Erklärung zu geben. In obiger Tabelle habe ich die Peptide 
in zwei willkürliche Abteilungen geordnet; in der ersten sind 
die einfachen Dipeptide, und mit zwei Ausnahmen(?) hat das 
Optimum den Mittelwert py-— etwa 7,8, also denselben Wert, 
wie ich ihn für die Spaltung von Glycyl-glycin gefunden habe. 
Meiner Meinung nach könnten diese einfachen Dipeptide durch 
die Ereptase gespalten worden sein. 

Die Peptide der zweiten Gruppe sind Polypeptide, und 
einige nähern sich wohl in ihrer Zusammensetzung den Pep- 
tonen. Das Optimum liegt hier in der Nähe des Neutral- 
punktes, und wie ich im Kap. IV gezeigt habe, liegt das Op- 
timum für die Verdauung von Witte-Pepton ebenso etwa beim 
Neutralpunkt. Könnte man nicht vorläufig annehmen, daß die 
Spaltung von Polypeptiden nicht nur von der Ereptase, son- 
dern auch von einer Tryptase bewirkt wird? Daß das Op- 
timum für die Spaltung von z. B. dem Tripeptide, 1-Leucyı- 
glycyl-glycin bei pp = 7,3 liegt, könnte dann bedeuten, daß 
hierbei sowohl die Ereptase wie die Tryptase wirkte. Wie 
ich schon bemerkt habe, ist dies nur als eine Hypothese 
aufzufassen, und vieles kann auch dagegen gesagt werden. 

Ich möchte hierzu noch folgende Tatsache erwähnen: Wie 
ich in dieser Arbeit gezeigt habe, liegt das Optimum für die 
Spaltung von Glycylglycin bei py = 7,8, für die Verdauung 
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von Pepton aber bei py = 6,9, wenn man Hefepreßsaft an- 
wendet. Verwenden wir aber ein Darmerepsinpräparat, so 
liegt das Optimum für diese beiden Vorgänge bei py = 7,8, 
wie Rona und Arnheim!) und ich selbst bei einigen nicht 
veröffentlichten Versuchen gefunden haben. Es ist wohl an- 
zunehmen, daß der Darmschleimhautsaft in bezug auf erepti- 
sches Enzym ein mehr einheitliches Präparat als der Hefe- 
preßsaft darstellt. Es wäre von größtem Interesse, zu unter- 
suchen, wie sich das Darmerepsin gegen verschiedene wohl 
definierte Peptide bezüglich der optimalen Wasserstoffionen- 
konzentration verhält. 

Die Frage ist jetzt: Sind in dem Hefesaft nur ein pepto- 
lytisches Enzym vorhanden, oder haben wir eine Gruppe von 
ähnlichen, wovon jedes spezifisch wirkt? Abderhalden neigt 
in dieser Arbeit zu der ersten Annahme: „Die Annahme von 
Glycylasen, Leucylasen usw., die zum Ausdruck bringen würde, 
daß ein auf eine bestimmte Atomgruppierung eingestelltes Fer- 
ment beim Abbau maßgebend ist, erhält durch unsere Versuche 
keine Stütze. Wir haben im Gegenteil den Eindruck erhalten, 
daß das gesamte Molekül mit allen seinen chemischen und 
physikalischefi Eigenschaften maßgebend ist.“ 

Mit unserem jetzigen Material ist es nicht möglich, diese 
Frage erschöpfend zu beurteilen. Es bedarf noch weiterer ge- 
nauer Untersuchungen, und zwar mit proteolytischen Enzymen 
verschiedener Herkunft, ehe wir ein klares Bild über die Wir- 
kungen der proteolytischen Enzyme bekommen können. 


yI. 
Die Desamidasen der Hefe. 


Bei der Autolyse der Hefe, und besonders wenn die 
Wasserstoffionenkonzentration in der Flüssigkeit klein ist, tritt 
unter den Spaltprodukten freies Ammoniak auf. Die Enzyme, 
welche diese Ammoniakabspaltung àus den Aminosäuren oder 
Purinbasen bewirken, faßt man unter dem Namen Desami- 
dasen zusammen. Diese Enzyme scheinen mit den Amino- 
säuren-vergärenden Enzymen, die schon in der Einleitung be- 
sprochen sind, identisch zu sein. 


1) Rona und Arnheim, 1. c. 
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Es ist aber fraglich, ob man diese Enzyme zu den pro- 
teolytischen rechnen kann, denn ihre Wirkungsweise ist ja von 
derjenigen der Ereptasen ganz verschieden. Wahrscheinlich 
stehen sie den Gärungsenzymen, dem Zymasekomplex, als den 
peptidspaltenden, näher. 


Ich will mich über diese Enzyme kurz fassen. Prings- 
heim!) hat gezeigt, daß die Desamidasen sehr schnell sowohl 
in Acetondauerhefe als im Preßsaft zerstört werden. Auch 
geben Abderhalden und Schittenhelm?) an, daß sie mit 
Hefepreßsaft und Organpreßsäften bei verschiedenen Versuchen 
keine Desamidierung von Aminosäuren erzielen konnten. Sie 
gewannen die Aminosäuren fast quantitativ zurück. 


Ich erhielt folgende Resultate. Die Analysen (NH,-Be- 
stimmungen) wurden durch Destillation mit Magnesiumoxyd 
in einem Kjeldahlschen Destillationsapparat vorgenommen. 


Glykokoll, Alanin und Phenylalanin wurden in 
keinem Falle desamidiert. Bei Leucin schien nach zwei 
Tagen eine sehr kleine Ammoniakabspaltung stattgefunden zu 
haben, am deutlichsten bei pz = 7,5. Gleichzeitig war ein 
Geruch nach Amylalkohol wahrnehmbar. Allerdings handelte 
es sich nur um außerordentlich kleine Mengen, 1 bis 3°/, des 
Totalstickstoffs. Dieselbe Enzymmenge spaltete unter den- 
selben Bedingungen eine entsprechende Menge Glycylglycin 
vollständig zu Glykokoll in einigen Minuten. 

Die lebende Hefe desamidiert dagegen die Aminosäuren 
sehr schnell, wie Ehrlich (l. ej), sowie Effront°) u. a. ge- 
zeigt haben. Der letztere gibt auch an, daß die Desamidierung 
des Asparagins am besten in schwach alkalischer Lösung vor 
sich geht. Eine nähere Bestimmung der Wasserstoffionen- 
konzentration hat er jedoch nicht vorgenommen. 

Bei Versuchen mit Asparagin fand ich freilich, daß Ammo- 
niak abgespalten wurde, und am besten so etwa bei Py = 7,8, 
aber es war immer nur ein Teil, weniger als 50°/, des Total- 
stickstoffs. Wahrscheinlich war es nur die — CO — NH,-Bin- 

1) Pringsheim, diese Zeitschr. 12, 15, 1908. 


2) Abderhalden und Schittenhelm, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
49, 26, 1906. 


3) Effront, Compt. rend. 146, 779, 1908. 
Biochemische Zeitschrift Band 81. 14 
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dung, also eine Peptidbindung, die von der Hefenereptase gelöst 
wurde. 

Die Versuche in Tabelle IV und V, ebenso sämtliche An- 
gaben in der Literatur über die Hefenautolyse bestätigen, daß 
die Desamidasen im Vergleich mit den anderen Enzymen nur 
eine untergeordnete Rolle dabei spielen. Die Ammoniakmenge 
nach vollständiger Autolyse beträgt höchstens ca. 15°/, des 
vorhandenen totalen Stickstoffs, gewöhnlich aber weniger. 5 
bis 10°/,. 


Zusammenfassung. 


Das Hauptergebnis der vorliegenden Arbeit läßt sich 
folgendermaßen zusammenfassen: In den einfachsten Hefezellen 
sind eiweißspaltende Enzyme von ganz analogem Typus, wie 
in dem so außerordentlich mehr spezialisierteren tierischen 
Organismus vorhanden. Hier gebe ich eine vergleichende Zu- 
sammenstellung von den proteolytischen Enzymen der Hefe 
und denen des Tierorganismus an: 

Tierorganismus. Hefe. 
Pepsin: Spaltet genuine Ei- Hefe-Pepsin: 
weißkörper bis zu Peptonen. do. 
Die optimale [H ]-Konzentra- 
tion liegt bei pp = 1,5. 
Pankreas-Trypsin: Spaltet Hefe-Tryptase: Greift das 
gewisse Eiweißstoffe, Casein, Hefeneiweiß nicht an, ver- 
Gelatine u. dgl., in klei- hält sich im übrigen wie 
nere Stücke, Peptide und das Trypsin. 
Aminosäuren. 


Opt. Py. = 4 bis 4,5. 


Opt. Pp- = ca. 7,0. 


Opt. Pr = 8. 

Erepsin: Spaltet einfachere Hefenereptase: 
Polypeptide bis zu Amino- do. 
säuren. 

Opt. Pyr = 7,8. Opt. Ppap = ca. 7,8. 


Die Wirkungen der beiden ersten Enzyme sind relativ 
schwierig zu verfolgen, die Spaltung von Glycylglycin durch 
Hefenereptase eignet sich dagegen ausgezeichnet für reaktions- 
kinetische Studien. Diese sämtlichen Enzyme werden bei opti- 
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maler Wasserstoflionenkonzentration von Neutralsalzen von 
mäßigen (weniger als "/ -) Konzentrationen gar nicht oder sehr 
wenig beeinflußt. 

Die vergleichende Studie über das Darmerepsin und 
die Hefenereptase fasse ich hier in zwei Punkte zusammen: 

1. Hefenereptase und Darmerepsin verhalten sich gegen- 
über Glycylglycin ziemlich gleich. Die optimale Wasser- 
stoffionenkonzentration bei Spaltungen dieses Dipeptids bei 
38° liegt für diese beiden Enzyme bei py = 7,8, möglicher- 
weise für Erepsin bei pp: = 7,9. Bei konstant gehal- 
tener Wasserstoflionen- und im Verhältnis zum Substrat hin- 
reichend großer Enzymkonzentration, wobei die Selbstzerstö- 
rung des Enzyms zu vernachlässigen ist, folgen die Spaltungs- 
kurven dem monomolekularen Reaktionsgesetz. Für beide 
Enzyme, als Säuren betrachtet, liegt der Wert der Dissozia- 
tionskonstante K, in der Nähe von 107, doch scheint sie 
etwas größer für Darmerepsin als für Hefenereptase zu sein. 

2. Der vor allem wichtigste Unterschied zwischen diesen 
beiden Enzymen ist ihre verschiedene Empfindlichkeit gegen 
Neutralsalze.. Während eine 0,5 n-Salzkonzentration gar 
keinen Einfluß auf die Wirkung der Hefenereptase bei optima- 
ler Wasserstoffionenkonzentration zeigt, hemmt sogar eine 0,02 n 
die Wirkung des Darmerepsins merkbar. Und die hemmende 
Wirkung scheint ziemlich unabhängig von der Art der Ionen 
und nur durch ihre Gesamt- Konzentration bedingt. Gleich 
konzentrierte Lösungen setzen die Erepsinwirkung in demselben 
Betrag herab. Die Angaben Kobzarenkos über verschiedene 
Wirkung verschiedener Ionen, besonders von Kalium- und 
Natriumionen, haben sich als fehlerhaft erwiesen. 

Die Autolyse der Hefe ist ein durch diese Enzyme 
verursachter, sukzessiver Eiweißabbau und kann nur dann vor 
sich gehen, wenn die verschiedenen Enzyme zugleich wirken 
können. Die optimale Wasserstoffionenkonzentration der Auto- 
lyse ist gleich py: = 6,0, liegt also zwischen derjenigen der 
Hefetryptase und des Hefepepsins. 

Was die Desamidasen der Hefe betrifft, so spielen 
sie bei der Autolyse nur eine untergeordnete Rolle. Ich habe 
die Beobachtung Pringsheims, daß die Desamidasen nicht 
in den Preßsaft übergehen, bestätigen können. 

14* 
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II. Über das Verhalten der Pankreasinseln bei den betr. 
Ratten. 


Von 
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I. Über alimentäre Glykosurie bei einem Rattenstamm mit 
Hyperglykämie. 
Von 
V. Schmidt, Kopenhagen. 


(Eingegangen am 19. Februar 1917.) 


Bei Versuchen im Pharmakologischen Institut in Kopen- 
hagen im Winter 1913/14, bei denen der Einfluß der Stick- 
stoffoxydulnarkose auf den Blutzuckergehalt bei laboratorien- 
gewöhnten bunten Ratten untersucht wurde, wurde das normale 
Blutzuckerprozent (Bangs Mikromethode) untersucht. Man fand, 
daß er bei einer großen Anzahl von Ratten 0,13°/, nicht über- 
stieg, und es zeigte sich, daß der recht starke Eingriff (das 
Blut wurde nach Aufspannung des Tiers durch Einstich in die 
Vena saphena, die durch Incision freigelegt wurde, tropfenweise 
entnommen) so gut wie niemals Hyperglykämie auftrat. Fand 
sich eine solche (0,11°/, bis 0,14°/,), so verlor sie sich nach 15 
bis 20 Minuten. 

Das normale Blutzuckerprozent war bei 15 zu gleicher 
Tageszeit untersuchten und mehrere Stunden vor der Probe mit 
Brot gefütterten Ratten eines Stammes: 0,12, 0,13, 0,12, 0,09, 
0,07, 0,09, 0,11, 0.13, 0.08, 0,11, 0,10, 0,11, 0,12, 0,11°],. 
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Nach einmonatlicher Unterbrechung wurden die Versuche 
über den Einfluß der Stickstoffoxydulnarkose auf den Blut- 
zuckergehalt wieder aufgenommen; nun bekam man einen Wurf 
Ratten aus einem anderen Käfig, und da ergab sich das merk- 
würdige Phänomen, daß der Gehalt an Blutzucker bis zu 100°, 
bei diesem Stamm höher war: 0,21, 0,19, 0,16, 0,17, 0,16° ,, 
obwohl alle Verhältnisse im übrigen die gleichen waren. Die 
Tiere hielten sich im selben Stall wie der erste Wurf auf, be- 
kamen dasselbe Futter, wurden zur selben Zeit nach der Füt- 
terung untersucht. Nun wurde wieder der erste Wurf unter- 
sucht, und da fand sich derselbe normale Blutzuckergehalt wie 
vorher. 

Als Ursache des:hohen Blutzuckerprozents bei dieser Samm- 
lung von Tieren konnte man an die Möglichkeit einer familiären 
Disposition für Diabetes denken, an eine oder die andere In- 
toxikation oder Infektion, oder an eine eventuelle Erkrankung 
des Pankreas. Bei der Sektion einiger Tiere fand sich makro- 
skopisch nichts Abnormes. 

Als nächstes Problem mußte sich nun ergeben, ob sich bei 
diesen Tieren Glucosurie fand, und ob auch alimentäre Glu- 
cosurie bei dem „normalen“ Stamm auftrat. 

Cremer!) fand bei einem Kaninchen nach 4tägiger In- 
anition (Gew. 2769 g) bei Einnahme von 31,1 g Galaktose 3.7 g 
Zucker im Urin; bei einem Kaninchen nach 4tägiger Inanition 
(Gew. 2715 g) bei Einnahme von 28,63 g Galaktose 6,54 g Zucker 
im Urin. 

May?) fütterte ein Inanitionskaninchen (Gew. 2402 g) mit 
30 g Rohrzucker im Verlauf von 15 Stunden. Der Urin ent- 
hielt 0,16 g Traubenzucker. 

Miura®) fand bei einem Hund (Gew. 14150 g) bei Inanition 
nach 80 g Traubenzucker + 100 cem Wasser 1 Stunde nach der 
Einnahme 1.24 g, 2 Stunden später 2,5 g. 3 Stunden danach 
0,24 g, nach 4 Stunden 0,05 g, nach 5 Stunden 0,04 g Zucker 
im Urin, während sich nach Fütterung mit Stärke kein Zucker 
im Urin fand. 


1) Zeitschr. f. Biol. 29, 515. 
2) Zeitschr. f. Biol. 29, 515. 
3) Zeitschr. f. Biol. 32, 281. 
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Diese Fütterungsversuche wurden also an Inanitionstieren 
ausgeführt. 

Strauß!) betont, daß kein qualitativer, sondern nur ein 
quantitativer Unterschied in der Glucosurie e saecharo und e 
amylo besteht. 

Bang?) hat das Verhalten des Blutzuckers bei Kaninchen 
nach Stärkefütterung untersucht und gefunden, daß 10 g Stärke 
ungefähr ebenso große Steigerung wie 10 g Traubenzucker her- 
vorrufen. Daß beim Menschen nach Stärke keine Glucosurie 
auftritt, sondern nur nach Traubenzucker, sucht er dadurch zu 
erklären, daß Stärke im Magen retiniert und nur verhältnis- 
mäßig langsam in den Darm entleert wird, wo sie zu Zucker 
verwandelt wird, während Zucker schnell resorbiert wird und 
den Blutzuckergehalt zu so schneller Steigerung bringt, daß 
ein Teil mit dem Urin entleert wird. 

Jacobsen?) fand bei 9 Personen unter 15 Fällen nach 
100 g Stärke Glucosurie. Es wurden kleine Urinportionen für 
sich untersucht. 

Von vornherein sollte man kaum Glucosurie bei Tieren mit 
so lebhaftem Stoffwechsel wie dem der Ratte und bei Tieren 
erwarten, die nicht im Inanitionszustand waren, jedenfalls nicht 
bei gemischter Kost. 

Findet sich alimentäre Glucosurie bei Ratten und besteht 
ein Unterschied in der Fähigkeit der zwei Stämme, Kohlen- 
hydrate zu assimilieren? 

Die Ratten werden in einem Stahldrahtbauer über einem 
Glastrichter untergebracht. Der Urin wird durch den Trichter 
in Flaschen gesammelt. Im Trichter befindet sich Filtrier- 
papier. Das Futter wird zu Klößen geknetet verabreicht. 
Zucker und Fleischpulver wird in einem Futtertrog mit Metall- 
drahtnetz verabreicht. Der Zucker ist reiner Rohrzucker, das 
Fleischpulver getrocknetes alkohol- und ätherextrahiertes Rinder- 
herz. 


1) Zeitschr. f. klin. Med. 39, 226, 1900. 
2) Der Blutzucker. Wiesbaden 1913. 
3) Diese Zeitsch. 56, 470, 1913. 


I. Ratten 


Tag g 
2.5. 11,7 
375. 17 
4.5. 15,6 
2,4 
1,2 
5.5. 21,3 
6.5. 15 
7.5. 13,4 
4,1 
8.5. 13,4 
4,1 
9.5. 13,4 
4,1 
10.5. 8,2 
8,2 
11.5. 8.2 
82 
12.5. 8,2 
8.2 
13.5. 17 
15.5. 15 
1,7 
19.5. 9 
1,3 
Tag g 
2.5. 7,6 
3.5; 11 
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vom Stamme ohne Hyperglykämie. 
Ratte, Gewicht 240 g. 


Diurese 
ccm 
Amyl. tritici 7. 


> ” 13 . 
Stärke 
Fleischpulver 5. 
Cellulose 
Stärke 9; 
Stärke 127; 
Stärke 12. 
Fleischpulver 
Stärke IE; 
Fleischpulver 
Stärke 14. 
Fleischpulver 
Stärke 20. 
Fleischpulver 
Stärke 16. 
Fleischpulver 
Stärke 23. 
Fleischpulver 


Rohrzucker 10. 


Rohrzucker 6,5. 
Fleischpulver 
Rohrzucker 6. 
Fett 


Reduz. Subst. vor und nach 
der Gärung in °/, 


.Z. 0,13 
0,13 

..Z. 0,10 
0,10 

'|.Z. 0,13 
+ 2. 0,13 
0,13 

"J.Z. 0,11 
0,11 

J227 0,10 
0,10 

2. 0,11 
0,10 

"|. Z. 0,10 
0,10 

J.Z. 0,10 
0,10 

"i. Z. 0,10 
0,10 

"|. Z. 0,10 
ë 0,10 
"J.Z. 0,11 
0,11 

J.Z. 0,10 
0,10 

"J.Z. 0,11 
0,11 


Ratte, Gewicht 180 g. 


Diurese 
cem 


; Amyl. tritic. 13. 


” ” 11 . 


Reduz. Subst. vor und nach 
der Gärung in °/o. 


|. Z. 0,10 
0,10 
"|. Z. 0,10 


0,10 
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Tag 


4. 


= 


~ 


11. 


12. 


17. 


20. 


5. 


gı 


or 


or 


o g 


g 
17 


14, 
2, 
14. 
2, 


sag 


4, 


6 
2 
6 
2 
4 
1 


13.4 


4, 
4, 


8,2 


8, 
8, 
8, 
8. 
17 
15 
1. 


N Du — — 


1 
1 


2 
2 
2 


2 


7 


~ 


Diurese 


cem 

” n 14 . 
Amyl. 13. 
Fleischpulver 
Amyl. 
Fleischpulver 
Amyl. 
Fleisehpulver 
Amy]. 
Fleischpulver 
Amyl. 
Fleischpulver 
Amyl. 
Fleischpulver 
Amy. 
Fleischpulver 
Rohrzucker 6,5. 
Rohrzucker 6 
Fleischpulver 


11. 
15. 
14. 
25. 
14. 


22. 


Rohrzucker 9,5. 
Fleischpulver 9.5 
Rohrzucker 
Fleischpulver 7.5 


Rohrzucker 8. 


Fett 


S 2.75 
der Gärung in °, 





Ratte. Gewicht 250 g. 


Diurese 
cem 

Amyl. tritic. 8,5. 
” r 6 

r ” 10. 


der Gärung in °/,. 


').Z2. 0,12 
0,12 

J.Z. 0,11 

+ Spur 0,14 
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Reduz. Subst. vor und nach 


2. 0,13 
0.13 
LZ. 0,10 
0,10 
J.Z. 0,10 
0,10 
"Z. 0,10 
0,10 
.Z. 011 
0.11 
"J.Z. 0,10 
0.10 
J. Z. 0,11 
0.10 
“hd 

. +Z. 0,36 
0,10 
0.26 

= 0.016 g 
0.10 
0.11 
0,16 
. + Spur 0,10 
0.06 

= 0.005 g 


Reduz. Subst. vor und nach 


0,10 0,049, 
= 0,004 g 
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Diurese 
Tag g ccm 
5.5. 15,2 Amyl. 13. 
2,4 Fleischpulver 
7.5. 15,0 Amyl. 12. 
2,5 Fleischpulver 
8.5. 13,4 Amyl. 20. 
4,1 Fleischpulver 
9.5. 8,2 Amyl. 20. 
8,2 Fleischpulver 
11.5. 8,2 Amyl. 20. 
8,2 Fleischpulver 
12.5. 8,2 Amyl. 18. 
8,2 Fleischpulver 
13.5. 17 Rohrzucker 
14.5. 17 ” 4. 
15.5. 15,3 ” 6. 
1.7 Fleischpulver 
16.5. 15,3 Rohrzucker 4, 
1,7 Fleischpulver 
17.5. 12 Rohrzucker 14. 
3 Fleischpulver 
19.5. 10 Rohrzucker 10. 
1,2 Fett 
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J.Z 


‘J.Z. 


J.Z. 


1.2. 


/.2 


Reduz. Subst. vor und nach 
der Gärung in °/, 


. 0,10 


0,10 

0,10 

0,10 

0,14 

0,10 0,049], 
— 0,008 g 

0,11 


0,10 


. 0,11 


12. . . . -+ Spur 0,16 


J. Z. 


0,10 
0,06 0,007 g 
0.10 
0,20 


+ Spur 0,10 0,1%, 


= 0,006 g 
0.20 
0,10 0,19%/, 
= 0,004 g 
0,11 
0,11 


‘J.Z. 0,11 


0,11 


II. Ratten vom Stamme mit Hyperglykämie. 


Tag 8 

7.5. 8,9 
2,8 

8.5. 8,9 
2,8 


Ratte, Gewicht 190 g. 


Diurese 
com 


3,5. 


Stärke 
Fleischpulver 


Stärke 
Fleischpulver 


11. 


Reduc. Subst. vor und nach 
der Gärung in °/, 


. . Z. 0,20 


0,10 


01 0,004 g 


> gos 029 


0.11 


01 0011g 
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Diurese Reduz. Subst. vor und nach 
Tag g com der Gärung in °/, 
11,5. 5,5 Stärke u er 
5,5 Fleischpulver 


13.5. 11,9 Rohrzucker 15. . . + Spur 0,20 


0,10 
0,1 0,0158 
14.5. 11,9 Rohrzucker 10. . . +Z. 07 
0,1 
0,6 0,06 g 
15.5. 10 Rohrzucker 2,5... 0,10 
1 Alb. 0,10 
16.5. 10 Rohrzucker 17... +Z. 05 
1 Alb. 0,1 
04 0,0688 
19.5. 10 Rohrzucker 15... +Z. 05 
1,3 Fett < 0,1 
04 0,06g 
Ratte, Gewicht 140 g. 
Diurese Reduz. Subst. vor und nach 
Tag g ccm der Gärung in °/,. 
8.5. 8 Stärke 7. . . + Spur 0,16 
2,5 Alb. 0,10 
0,06 0,004 g 
9.5. 5,5 Stärke 15. . . Spur 0,2 
5,5 Alb. 0,1 
01 0,015g 
11.5. 5,5 Stärke I eg 0,16 
5,5 Alb. 1012 ç 0,09 
0.07 0,007 g 
13.5. 11,9 Rohrzucker 5.. . +Z. 12 
0,1 
1,1 0,05 g 
15.5. 10 ” 4... +Z. 05 
1 Alb. 0,1 
0,4 0,016 g 
16.5. 10 Rohrzucker 12... +Z. 0,4 
1 Alb. 0,1 
0,3 0,036 g 


17.5. 9 Rohrzucker 10... '/.Z. 0,10 
2 Alb. 0,10 
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Aus obigen Tabellen ersieht man, daß ein Unterschied in 
den zwei Gruppen besteht, wenn dieser Unterschied auch nur 
quantitativ zu sein scheint. Es zeigt sich nämlich, daß beide 
Gruppen bei Fütterung mit Kohlenhydraten Glucosurie be- 
kommen können; in der zweiten Gruppe sind die Zahlen jedoch 
bedeutend höher (0,06 g bei 11,9 g Rohrzucker bei einer Ratte 
von 190 g, 0,05 g bei 11,9 g Rohrzucker bei einer Ratte von 
140 g gegen 0,0156 g Zucker nach 15 g Rohrzucker + 1,7 g 
Fleischpulver bei einer Ratte von 180 g). 


II. Über das Verhalten der Pankreasinseln bei den in Rede 
` stehenden Ratten. + 


Von 
V. Schmidt und K. A. Heiberg. 


Bei den zwei Rattengruppen, von denen im Vorhergehenden 
die Rede ist, ließ sich kein qualitativer Unterschied zwischen 
dem Pankreasgewebe mit innerer Sekretion, den Pankreasin- 
seln, nachweisen. — Bei diesem negativen Befund ist gleich- 
falls mitgerechnet, daß sich keine Gewebsbilder fanden, die sich 
als regeneratorische oder adenomatöse deuten ließen. 

Auch bei der quantitativen Untersuchung fand sich, 
wie wir sehen werden (Tabelle II), kein Unterschied. — Gleich- 
zeitig wurde natürlich die Untersuchung der Frage aufgenom- 
men, wie die Entwicklung der Pankreasinseln an Zahl wie an 
Größe sich bei Ratten gestaltet, verglichen mit dem Verhalten 
bei verwandten Tieren. 


Als Grundlage für die vorgenommenen quantitativen Bestimmungen 
diente folgender Modus: Die Schnitte wurden (in bekannter und kon- 
trollierter Vergrößerung) entweder mit dem Zeichenokular oder nach 
Projektion auf einen Schirm gezeichnet. Die Zeichnungen wurden aus 
Papier ausgeschnitten. Das Drüsenparenchym, die Pankreasinseln und 
das übrige Gewebe (z. B. Fettgewebe, Bindegewebe, Drüsengewebe oder 
ein anhängendes Stück Darmwand) wurden dann, alle drei Hauptteile 
für sich, gewogen. Aus demselben Papier wurde dann ein Rechteck von 
bekannter Größe geschnitten und gewogen. Man erhält also die Möglich- 
keit, das Gewicht des Papierbogens pro 1 qmm und dadurch die absolute 
Flächenausdehnung im Schnitt auf die bequemste Weise zu berechnen. 
Das fand Anwendung zur Bestimmung der Zahl der Pankreasinseln (d. h. 
der Menge, berechnet auf eine Fläche von 50 qmm). — Als Material der 
eingehendsten quantitativen Volumenbestimmung wurde eine Drüse aus 
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jeder Gruppe ausgewählt. Sie wurden in je drei Stücke geteilt (infolge 
des lockeren Baues darf man hier jedoch nicht zuviel Gewicht auf diese 
Einteilung legen). ‘Ein Stück wurde in komplette Serien geschnitten. 
Sämtliche Schnitte wurden abgezeichnet, ausgeschnitten und gewogen, 
indem jeder zehnte Schnitt in zehn getrennten Abteilungen gesammelt 
wird. Das Inselgewebe und das übrige Drüsengewebe wurde für sich in 
den erwähnten je zehn Abteilungen der Schnitte gewogen. — Danach 
wurde durch Mittelfehlerbestimmung die Genauigkeit festgestellt, womit 
das relative Verhältnis zwischen den zwei Gewebselementen bestimmt 
wurde, wenn die Untersuchung allein auf jeden zehnten Schnitt ausge- 
gedehnt wurde. Der Mittelfehler war 10°/, der Mittelzahl der Verhält- 
niszahlen. 


Zum Vergleich mit den angeführten Berechnungen über 
den Zahlenreichtum pro 50 qmm eignen sich am besten 
Leersums und Polenaars Zahlen vom Meerschweinchen und 
Kaninchen, da diese durch einen ähnlichen Modus zustande 
gekommen sind. 

Nimmt man nur Gesichtsfelder aus der Mitte der größten Schnitte 
und sieht von den vielen Ausbuchtungen der Drüsen ab, wird das 
Resultat leicht etwas anders ausfallen. 

Gegenüber der Volumenfrage sind wir schlechter daran, 
da man die untenstehenden verschiedenen Angaben (Dewitt; 
Heiberg) kaum unmittelbar mit den bei den Ratten gefun- 
denen Werten vergleichen darf, wie man sie in Tabelle II 
sieht, da diese, wie man annehmen muß, sicherer sind. 

Dewitt (1906) berechnete die Pankreasinseln des Meerschweinchens 
auf 1:100 des Gewebes, die des Kaninchens auf 3:1000 und die der 


Ratte auf 1:50. 
Heiberg (1910) berechnete das Verhältnis bei der Maus auf 1: 119, 
































Tabelle I. 
Anzahl Pankreasinseln pro 50 qmm. 

Tr Me r ee Kaninchen | Ratte al 

(Le aiti P T (Leersum (Schmidt 

SER i ) u.Polenaar)|u. Heiberg) 

Kopf 49 | 74i — | — |78 8 | 13 | 12 
Mitte 9 lll — — — — 8 | 14 
Schwanz... . 58 84 | 319 97 92 174 10 9 











Man sieht also ein relativ spärliches Vorkommen bei Ratten, 
und dies wird nicht durch vermehrte Eigengröße der Pankreas- 
inseln aufgewogen. 
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Tabelle II 

- š FREE er Relatives Verhältnis Das Verhältn. 
Körper-| kreas- zwischen des Ins.-Volum. 
Ratte | gewicht icht |den Volumina|denVoluminades| zu dem übrigen 
gewio der Pankreas- | übrig. wirkl. Drü- wirklichen Drü- 
g g Inseln Ssenparenób yms senparenchym 

a | 25 | 10 | 10:108 | 100:9 1:148 

B 255 | 1,55 in den zwei Drüsen 1:130 








(„Nicht in Betracht kommendes“ Gewebe verhielt sich zum 
„Pankreasinsel-Gewebe -+ übrigem Drüsenparenchym“ wie 1:6 
in den untersuchten Drüsen, aber diese Bestimmung ist nicht 
mit derselben Genauigkeit wie die obige relative Bestimmung 
des gegenseitigen Verhaltens zwischen den zwei Arten Gewebe 
in den Drüsen ausgeführt worden, weshalb vorgezogen wurde, 
die absoluten Werte oben nicht auszurechnen.) 


Tabelle IH. 





| Gewicht des Pankreas 
pa Kilo Körpergəwicht 








Hase (Noé) ..... | 2 

Meerschweinchen (Mod | 3—4 
Ratte (Verff.) . = 4—6 
Maus (Heiberg) . | ca. 10 


Für die erlaubte Benutzung des Projektionsapparats des 
pathologiseh-anatomischen Instituts in Kopenhagen sei Herrn 
Prof. Fibiger verbindlichst gedankt. 


Literatur. 
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Versuche über die Trockensubstanzvermehrung der Hefe 
in Zuckerlösungen unter Anwendung von Harn als 
Stickstoffnahrung. 


Von 
Th. Bokorny, München. 


(Eingegangen am 20. Februar 1917.) 


Reizstoffe. Verschiedene Temperaturen. 


Es bedarf zu der Beantwortung dieser Frage zunächst 
einer Präzisiertung der verwendeten Hefe- wie auch der 
Zuckerart. 

Denn das Verhalten der verschiedenen Hefearten gegen 
dieselbe Zuckerart ist verschieden. Ebenso das einer Hefe- 
art gegen differente Zucker. I 

Schon in der Gärung zeigt sich das. 

Nicht alle Zuckerarten können vergoren werden durch eine 
bestimmte Heferasse; ein und dieselbe gärfähige Zuckerart kann 
nicht von allen Hefearten gleich gut vergoren werden. 

Von den Hexosen können, soweit bis jetzt bekannt, nur 
drei Aldosen, nämlich d-Glucose, d-Mannose und d-Galaktose 
der Vergärung unterliegen, ferner eine Ketose, die d-Fructose. 

E. F. Armstrong fand!), daß alle Hefen, die Glucose 
vergären, auch Fructose und Mannose angreifen. 

Galaktose aber wird von vielen Hefen nicht vergoren, so 
von S. Pombe, Ludwigii, Saturnus, Anomalus, Octosporus, 
Klöcker, Kefir, Kayser, Adametz, Apiculatus. 

Von den Biosen ist besonders Rohrzucker und Maltose als 
gärungsfähig bekannt. Isomaltose aber wird von Hefe nicht 
vergoren (von Maltase nicht hydrolysiert),. Ebenso wird Milch- 
zucker von der Mehrzahl der Hefen nicht angegriffen; nur 


1) Proc. Roy. Soc. 76, 600. 
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S. Kefir, fragilis, lactis, acidi lactici bilden hiervon eine Aus- 
nahme. 

Von den Polyosen werden Dextrine durch eine große An- 
zahl Hefen angegriffen. Freilich untergärige Brauereihefen ver- 
gären Dextrine in der Regel wenig oder gar nicht. Die ober- 
gärigen Hefen aus Preßhefefabriken vergären fast immer Dextrine 
stark; ebenso viele wilde Hefen. 

Ähnliche Unterschiede wie in der Gärung zeigen sich nun 
auch hinsichtlich der Assimilation der Zuckerarten, wenn auch 
durchaus nicht immer ein Parallelismus festgestellt werden konnte. 

Die Fälle, wo eine Zuckerart kräftig assimiliert, aber nicht 
vergoren wird, treten ziemlich häufig auf, namentlich bei den 
luftliebenden Hefen. Seltener ist der Fall, daß die Zuckerart 
zwar vergoren, aber nicht assimiliert werden kann, so die Glu- 
cose, Fructose und Saccharose von S. Lud wigii, ferner exiguus, 
cartilaginosus. 

Die obergärigen Brauereihefen können nach Lindner und 
Saito Traubenzucker und Fructose nicht immer assimilieren, 
vergären sie aber. Untergärige Brauereihefen geben mit Glucose 
nach P. Lindner!) meist nur eine schwache bis mäßige Ent- 
wicklung. Lactose ist für Hefen cine weniger geeignete C-Quelle 
als Rohrzucker und Maltose. 

Ich habe bei meinen Studien über Pilze, Algen und andere 
grüne Pflanzen ähnliche Erfahrungen gemacht, so daß man mit 
Verallgemeinerungen vorsichtig sein muß. 

Methylalkohol wird von Spirogyren zur Stärkebildung ver- 
wendet, ruft an Blütenpflanzen stärkeres Wachstum hervor. 
Auch für manche (aber durchaus nicht für alle) Bakterien ist 
er eine gute Kohlenstofinahrung. Hingegen vermag die Hefe 
den Methylalkohol nicht oder nur unter besonderen Umständen 
zur Ernährung. zu verwenden. 

Formaldehyd ernährt, in vorsichtiger Weise, dargeboten, 
Spirogyren, dagegen nicht Hefe. Auch bei Bakterien lauten die 
Versuchsberichte meist negativ. Aceton ermährt Spirogyren 
nicht, dagegen ist es zur C-Ernährung von Spaltpilzen nach 
O. Loew tauglich. 

Lävulose ergab bei meinen Ernährungsversuchen an Spiro- 


1) Wochenschr. f. Br. 1910. 
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gyren ein negatives Resultat1), an höheren grünen Pflanzen 
erzielten A. Meyer und E. Laurent positives Ergebnis. 

Was die Reizstoffe anbelangt, so ist schon seit Liebig 
bekannt, daß minimale Mengen von Strychnin und Nicotin die 
Gärung beschleunigen. 

. Die Entwicklung von Schimmelpilzen kann man in hohem 
Grade durch Zusatz von Zink- und anderen Metallsalzen zur 
Nährlösung steigern (Roulin). 

Benzoesäure, Salicylsäure und Phenol beschleunigen die 
Gärung (Fleck). 

Nach Kosinsky wird die Atmungstätigkeit von Aspergillus 
durch Zinksalze beschleunigt. 

Kupfersulfat von 0,01 bis 0,002°/, wirkt nach Pozzi- 
Escot auf Hefe günstig, nach Krüger bei 0,003°/,. 

Ono?) fand an Aspergillus niger eine Verdoppelung des 
Erntegewichtes von Aspergillus niger in Gegenwart von 0,004°/, 
Kupfersulfat. 

Nach E. Brown Fred wird das Wachstum der Bierhefe 
durch 0,002°/, CaSO, gefördert. 

Nach Schulz fördert Sublimat die Hefe bei einem Gehalt 
der Nährlösung von 0,002°/, an. 

Schwefelkohlenstoff soll nach A. Koch die höheren Pflanzen, 
nach Goerner die Hefe im Wachstum begünstigen. 

Hexamethylentetramin beschleunigt nach A. Pollak (D. R.- 
P. 254592) noch in einer Konzentration von 0,5°/, die Gärung. 

Guajacol steigert die Gärung bei gewissen nicht sehr ge- 
ringen Konzentrationen (Sahlen)?). 

Nach meinen eigenen Untersuchungen an Keimlingen 
wird auch die Keimung der Samen durch gewisse che- 
mische Anreize beschleunigt?). 

Es konnte festgestellt werden, daß Cäsiumsulfat bei 
0,01°/, die Gerstenkeimung beschleunigt. Nach 8 Tagen zeigte 
sich eine sehr deutliche Förderung der Keimlinge. 

Bei Rubidiumsulfat wirkt 0,2°/, sehr förderlich auf 


1) Arch. f. d. ges. Physiol. 168. 
2) Journ. of science, Tokio 1900. 
3) Diese Angaben sind zum Teil aus Eulers Chemie der Hefe ent- 
nommen. 
4) Diese Zeitschr. 50, Heft 1 u. 2. 
15* 
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Erbsenkeimlinge (wie auch auf Weizenkeimlinge), 0,5°/, zeigt 
sich schon etwas schädlich bei Erbsen. 

Auch bei Bohnen und Linsen ist 0,2°/, Rubidiumsulfat 
förderlich, 0,5°/, etwas schädlich. 

Lithiumsulfat wirkt bei 0,005°/, fördernd auf Gersten- 
keimlinge ein; 0,05°/, wirkt noch schädlich; 0,05°/, fördert die 
Erbsen- und Linsenkeimung. 

Diäthylamin fördert Gerste bei 0,1°/, etwas. 

Anilin fördert bei 0,0025°/, Gersten- und Kressenkeim- 
linge; 0,001°/, hat keinen Einfluß bei Gerste, wohl aber bei 
Kresse. 

Tetraäthylammoniumhydroxyd fördert bei 0,05°/, 
Gersten- und Kressenkeimlinge ein wenig. 

Natriumhydroxyd wirkt bei 0,1°/, verlangsamend auf 
die Keimung, 0,05°/, ruft eine Beschleunigung hervor. Man 
sieht, wie nahe hier die förderliche und die hemmende Wirkung 
sich begegnen. 

Schwefelkohlenstoff verzögert noch bei 0,02°/, Kei- 
mung von Gerste und Kresse, 0,01°/, ist gleichgültig, 0,005°/, 
fördert das Wachstum der Keimlinge. 

0,0005°', Sublimat fördert die Keimung der Kresse. 

0,0025°/, Kupfervitriol beschleunigt die Keimung der 
Gerste, 0,005°/, die der Kresse. 

Eine fördernde Wirkung auf die Kressenkeimung ist bei 
Phenylhydrazin schon nach 2 Tagen zu bemerken. 

Durch 0,01°/, Hydroxylamin (salzsaures) wird die Kei- 
mung der Gerste gefördert. 

Durch 0,001°/, Fluorwasserstoff keimen Erbsen, Linsen, 
Gerste usw. rascher. 

Um die fördernde Konzentration der Gifte zu finden, sind 
Versuche mit verschiedenen Konzentrationen anzustellen und 
nicht zu früh abzubrechen, sonst kann man den entscheidenden 
Punkt übersehen. 

Ich zweifle jetzt nicht mehr daran, daß alle Gifte bei einer 
gewissen geringen, aber bei den einzelnen verschiedenen Kon- 
zentrationen fördernd auf das Wachstum einwirken. 

Es war mir nun darum zu tun, festzustellen, wie stark 
die Hefe ihre Trockensubstanz bei Darbietung einer 
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bestimmten Zuckermenge vermehrt, und zwar mit und 
ohne Reizstoffe. 

Weiterhin sollte untersucht werden, welches das gün- 
stigste Mengenverhältnis zwischen Hefe und Zucker 
sei, wenn man auf möglichst große Trockensubstanzvermeh- 
rung ausgeht. 

Ich habe im Laufe meiner Arbeiten über Hefe diesen 
Punkt als sehr wichtig erkannt. 

Man kann bei Nichteinhaltung eines richtigen Verhältnisses 
trotz Zuckerverabreichung in scheinbar ausreichender Menge 
gänzlich negative Resultate erhalten, d. h. mit einer Trocken- 
substanzverminderung statt -vermehrung abschließen. 

Es wäre meist verfehlt, daraus den Schluß zu ziehen, daß 
die betr. Zuckerart nicht ernährt. 

Ich habe hierbei die gärfähigen Zucker im Auge. 

Bei ihnen kann die Vergärung, wenn relativ große Hefe- 
mengen angewendet werden, den Zucker rasch zerstören. 

Nicht gärfähige Zucker, d. h. Zuckerarten, die von den 
mir erreichbaren Hefearten nicht vergoren werden, habe ich 
bei den folgenden Versuchen meist nicht angewendet. 

Denn hier fehlt die Verteilung der Hefe in der Nähr- 
flüssigkeit. 

Während bei gärfähigen Zuckern die Hefe durch den 
Gärungsvorgang beständig in der Flüssigkeit verteilt und herum- 
geschoben wird, liegt bei nicht gärfähigen Kohlenhydraten die 
Hefe ruhig am Boden und kommt mit den Nährstoffen nicht 
ausreichend in Berührung. 

Man müßte in diesem Falle Rührvorrichtungen anwenden, 
die mir nicht zu Gebote standen. 

Verwendet man aber gärfähige Zucker, so ist die Gefahr 
der vollständigen Vergärung (ohne nennenswerte Assimilation) 
gegeben. 

Um dieser Gefahr zu begegnen, stellte ich Versuche über 
die zuzusetzende Hefemenge an. 

Denn es ist klar, daß es eine Hefemenge geben muß, bei 
der eine bestimmte zugesetzte Zuckermenge nicht mehr vor- 
zeitig vergoren werden kann. 

Das Extrem in dieser Hinsicht stellen Versuche dar, bei 
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denen nur minimale unwägbare Spuren von Hefe gebraucht 
werden. 

Ein weiterer nicht unwichtiger Punkt ist die Temperatur, 
die man bei den Versuchen walten läßt. 

Der Assimilations- und der Gärvorgang haben ihre be- 
stimmten Temperatur-Optima und -Minima, die nicht überein- 
stimmen!). 

Man kann also die Temperatur so wählen, daß die Assi- 
milation mehr begünstigt wird als die Gärung. 

Ein weiteres Mittel, um der allzu starken Vergärung ent- 
gegenzuarbeiten, schien mir der sukzessive partielle Zusatz 
des Zuckers zu sein. 

Der Zucker wurde dann nicht auf einmal, sondern in meh- 
reren kleinen Portionen während der Versuchsdauer zugegeben. 

Auch auf diese Weise konnte eine, wenn auch keine große 
Besserung erzielt werden. 

Das wirksamste Mittel blieb immer die geringere Ratio- 
nierung der Hefe, weshalb ich bei den späteren Versuchen nur 
noch dieses Mittel anwandte. 

Was die Art des gereichten Kohlenhydrates an- 
langt, so ist diese auch sonst. wenn man von der Vergärungs- 
fähigkeit absieht, von Belang. 

Es ist nicht gleichgültig, ob man Traubenzucker oder Rohr- 
zucker oder Malzzucker darbietet. 

Manche Forscher sind so weit gegangen, den Traubenzucker 
als für manche Hefen unbrauchbar zur Assimilation zu er- 
klären. 

Endlich ist auch sicherlich die Art der Stickstoffquelle 
nicht gleichgültig. 

Doch sind hierüber in diesem Experimentenzyklus keine 
Versuche gemacht worden. 

Ich möchte aber hervorheben, daß der Harnstoff jeden- 
falls eine sehr brauchbare Stickstoffquelle bei Hefeernährungs- 
versuchen ist. 





1) Als günstigste Temperatur gibt E. Buchner 22° an. Bei 28 
bis 30° setzt die Gärung zwar sehr schnell ein, ist aber in 2 bis 3 Tagen 
schon beendet, so daß die Gesamtmenge der Kohlensäure geringer aus- 
fällt (gegen 4 Tage bei 22°, wo Zymase wenig geschädigt wird). 
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Einige weitere Bemerkungen mögen hier noch über den 
Temperatureinfluß stattfinden. 

Es wurde schon (in einer Anmerkung) erwähnt, daß 
E. Buchner als die günstigste Temperatur für die alkoholische 
Gärung 22° bezeichnet hat; hierbei findet eine nur geringe 
Schädigung der Zymase statt, und die Gärung geht doch rasch 
vor sich. Weit rascher freilich erfolgt sie bei 30° z. B., aber 
die Zymase wird mehr geschädigt. 

Die bei einem Teil meiner Versuche herrschende Tempe- 
ratur 20 bis 25° entspricht also ungefähr dem Optimum der 
Gärung im angegebenen Sinne. 

Während nach Aberson das Verhältnis der Gärungsge- 
schwindigkeit zwischen 20 und 30° etwa 2,4 beträgt, fand 
Rubner als Steigerungszahl für die Gärungsintensität den 
Mittelwert 1,593. 

Übrigens verhalten sich offenbar verschiedene Heferassen 
bezüglich des Gärungskoeffizienten recht verschieden. 

Über die Beschleunigung der Zellvermehrung durch 
Temperatursteigerung hat schon Rasmus Pedersen fest- 
gestellt, daß bei Unterhefe folgende Teilungszeiten einge- 


halten werden. 
Teilungszeiten in Stunden 


Temperatur : (Generationsdauer) 
bei 49 20 Stunden 

» 13,556 105 » 

» 230 65 » 

» 28° 5.8 ” 

» 389 keine Teilung. 


Die Temperatur 20 bis 25° entspricht also ungefähr dem 
intensivsten Teilungsvorgang. 

Lintner hat die Hefe bei Temperaturen über 30° unter- 
sucht. Da diese Temperaturen aber von mir nicht gebraucht 
wurden, seien diese Forschungen übergangen. Erwähnt sei nur 
noch, daß die optimale Gärungstemparatur im Sinne der Pflanzen- 
physiologie zwischen 25 und 40° gefunden wurde, im übrigen 
aber nach Art der Hefe und der äußeren Umstände ver- 
schieden ist. Bei 0° ist die Gärung sehr gering, wenn auch 
merkbar. 

Weniger Angaben finde ich in der einschlägigen Literatur 
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über den Zusammenhang der Trockensubstanzvermeh- 
rung mit der Temperatur. 

Es scheint, daß Wachstum (Zellvermehrung) und Trocken- 
substanzvermehrung vielfach für identisch gehalten wurden, was 
nicht ganz zutreffen dürfte. 

A.L.Stern') gibt an, daß Burton-Hefe in einer mit Dex- 
trose und Asparagin versetzten Mineralsalz-Nährlösung gezüchtet 
die höchste, mittels der Wage bestimmte Erntemenge (also 
Trockensubstanz?) bei einer Temperatur zwischen 21 und 25° 
ergeben habe. 

Übrigens ergeben auch noch niedrigere Temperaturen an- 
sehnliche Trockensubstanzzunahmen, wie es aus der Bierbrauerei- 
abfallhefe zu entnehmen ist. 

„In den Bierbrauereien mit untergäriger Hefe stellt man 
die Würze bei 5 bis 7,5° an und läßt die Temperatur während 
der Hauptgärung bei böhmischen Bieren nicht über 9,0°. bei 
Wiener Bieren nicht über 9,5° und bei bayerischen Bieren nicht 
über 10,5° hinaus ansteigen. 

Man verbleibt also die ganze Zeit hindurch weit unter der 
für die rascheste Zellvermehrung günstigsten Temperatur. 

Bei Anwendung der üblichen Menge von Aussaat („Stell- 
hefe“), die in dickbreiigem Zustande gemessen. ungefähr 0,5 1 pro 
Hektoliter Würze, beträgt, gerät die Flüssigkeit bald in Gärung. 

Wenn hingegen der Brauer durch irgendwelche Umstände 
einmal in die Lage gerät, die gewohnte Menge Gebräu mit 
einer viel geringeren Menge von Hefe fertig zu bringen, dann 
setzt er diese nicht unmittelbar in Tätigkeit, sondern läßt sie 
zuvor einen Vermehrungsgang durchmachen, der als „Her- 
führen“ bezeichnet wird. 

Dieser Kunstgriff besteht im wesentlichen darin, daß man 
die verfügbare Anstellhefe mit einem nur auf 15 bis 20° ab- 
gekühlten Teile der Bierwürze anstellt und bei dieser Tempe- 
ratur hält. 

Die Zellvermehrung tritt sehr bald und reichlich ein, so 
daß nach wenigen Stunden mit dieser inzwischen in Kräusen- 
bildung eingetretenen Zucht dann die bis dahin bei der üblichen 


1) Transact. Chem. Soc. London 79, 963, 1901. 
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Anstellungstemperatur gehaltenen Hauptmenge der Würze an- 
gestellt werden kannt). 

Man verwendet also in der Bierbrauerei relativ (im Ver- 
gleich zu meinen Versuchen, siehe Vers. 1 bis 20) recht geringe 
Hefemengen. Die Ernte übersteigt die Ansatzhefe um das 
Vielfache. 

Die niedere Temperatur in den Gärkellern scheint die 
Gärung mehr hintanzuhalten als die Assimilation. Übrigens 
sind in der Würze außer Zucker noch andere C-Quellen enthalten. 

Die Versuche 1 mit 16 der Versuchsreihe a) wurden mit 
2g derselben Portion Münchner Brauereipreßhefe (von 25,5°/ iger 
Trockensubstanz) angesetzt, bei 20 bis 2505; die der Ver- 
suchsreihe b) mit Karlsruher Branntweinhefe und bei 12° (von 
26,5°/ ‚iger Trockensubstanz). 


Versuch 1. 


Harnstoff . . . .. . . 0,5  g(auf1mal zugesetzt) 
Monokaliumphosphat . . . 0,025» 

Magnesiumsulfat. . . . . 0,01 » 

Traubenzucker (technisch) . 2,00 » 

Wasser . . . . . . . , 25 cem 

Temperatur... . . . . 20 bis 259. 


Nach 5 Tagen war die Gärung längst beendet, die Hefe 
abgesetzt. Sie erwies sich unter dem Mikroskop als gesund 
und lebhaft sprossend; es war dies noch die ursprüngliche Bier- 
hefe. Doch war eine Trockensubstanzvermehrung nicht einge- 
treten. ‚Die Trockensubstanzbestimmung ergab 0,48 g gegen 
0,51 ursprünglich. Es war also die Trockensubstanz der 
Hefe um 6,0°/, zurückgegangen. 

Es scheint also, daß der dargebotene Zucker entweder gar 
nicht zur Ernährung gedient .hat, oder daß die neugebildete 
Zellsubstanz wieder zerstört wurde. Der Zucker war nach 
Beendigung des Versuches fast völlig verschwunden (also völlig 
vergoren?. An diesem Mißerfolg ist sicherlich nicht der Harn- 
stoff schuld, denn er ist, wie schon früher erkannt wurde, eine 
vortreffliche Stickstoffquelle für die Hefe. 


1) Lafar, Techn. Mykologie 4, 117. 
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Versuch 2. 


Harn (aufs Fünffache verdünnt) 25 cem 
Traubenzucker (technisch). . 2,00 g (auf 1mal zugesetzt) 
Temperatur . . . . . . . . 20 bis 25°. 


Auch hier war nach 5 Tågen keine Trockensubstanz- 
zunahme zu bemerken. Die Trockensubstanzbestimmung ergab 
0,49 g gegen 0,51 ursprünglich. Die Trockensubstanz hatte 
also um 49, abgenommen. 

Die beiden Versuche 1 und 2 wurden aufgestellt, um 
festzustellen, ob Harn ebenso gut sei als eine künst- 
liche Mischung von Harnstoff und Nährsalzen. Ein 
nennenswerter Unterschied ergab sich, wie ersichtlich, nicht. 

Die Abnahme der Trockensubstanz trotz Darbietung guter 
N- und C-Quellen bedarf noch der Aufklärung. Sie ist, wie 
aus den folgenden Versuchen der Reihe a) hervorgeht, in allen 
Fällen bei Anwendung der Münchener Brauereipreßhefe und 
bei Einhaltung der Temperatur 20 bis 25° eingetreten. Ver- 
schiedene Möglichkeiten gibt es. Vielleicht war meine Hefe 
sehr reich an Zymase, so daß der Zucker vergoren wurde, ehe 
er zur Ernährung verwendet werden konnte. Es ist auch nicht 
ausgeschlossen, daß er zum kleinen Teil wirklich zur Ernährung 
diente; die entstandene Zellsubstanz wurde (durch Atmang) 
zerstört. 

Versuch 3. 

Harn (aufs Fünffache verdünnt) 25 cem 

Traubenzucker (technisch) . 2 g (auf 1mal zugesetzt) 

Kaliumhydroxyd . . . . . . 0,0025 g, d. i. 0,01°/, 

Temperatur . . . . . . . . 20 bis 25°. 


Die Bestimmung der Trockensubstanz nach 5 Tagen 
ergab 0,40 g, gegen 0,51 ursprünglich, also eine Abnahme um 
21,6°),. x” 

Offensichtlich hatte die Zugabe 0,019/, Kaliumhydroxyd 
bei dieser Temperatur ungünstig gewirkt. Es war ein nicht 
unerheblicher Trockensubstanzverlust eingetreten. Eine Ernäh- 
rung hatte offenbar nicht stattgefunden trotz Darbietung von 
Harnstoff, Zucker, Salzen in ausreichender Menge. Der Verlust 
an Trockensubstanz ist wahrscheinlich zum Teil auf Austritt 
von Trockensubstanz aus den kränkelnden Zellen zurückzuführen. 
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Es scheint, daß die Konzentration 0,01°/, Kaliumhydroxyd 
bei einer Temperatur von 20 bis 25° noch gefährlich für 
manche Hefen ist. 

Versuch 4. 


Wiederholung des Versuches 3. Resultat wie bei 3. 


In folgendem Versuch wurde bei a) wiederum die Tempe- 
ratur 20 bis 25° gewählt, bei b) aber nur 12° (später 15 bis 16°). 
Versuch 5. 

Harn (aufs Fünffache verdünnt) 25 ccm 
Traubenzucker (technisch) . . 2 g (auf 4mal zugesetzt) 
Kaliumhydroxyd. . . . . 0,0025 g, d. i. 0,01°/, 
Temperatur 20 bis 25°, bei a) 

12°, bei b) vom sechsten Tage an 15°. 


a) Das Resultat war ein ähnliches wie bei Versuch 4. 
Nach 5tägiger Versuchsdauer wurde die Trockensubstanz be- 
stimmt. Es ergab sich 0,38 g, gegen 0,51 ursprünglich; also 
eine Abnahme der Trockensubstanz um 25.59. 

b) Nach 7 Tagen wurde die Trockensubstanz bestimmt. 
Die Hefe war abgesetzt, unter dem Mikroskop meist zu großen 
Haufen zusammengeklebt; einzelne Zellen zeigten Sprossungen. 
Der Zucker war fast völlig verbraucht. Die Trockensubstanz- 
bestimmung ergab 0,56 g gegen 0,53 ursprünglich, also eine 
Trockensubstanzzunahme von 5,7°|,. 

Diese Zunahme ist so unbedeutend, daß nicht von einem 
Erfolge die Rede sein kann. Immerhin ist hier anzumerken, 
daß die langsamere Vergärung infolge geringerer Tem- 
peratur den Ernährungswert des Traubenzuckers wenig- 
stens etwas erkennen ließ, während bei Versuch 1 bis 5, so- 
wie Versuch 5a der Traubenzucker völlig der Vergärung an- 
heimgefallen schien. 


Versuch 6. 


Harn (aufs Fünffache verdünnt) 25 cem 

Traubenzucker (technisch) . . 2 g (auf 1 mal zugesetzt) 
Natriumhydroxyd . . . . 0,0025 g, d i. 0,01°, 
Temperatur . . . . . . . . 20 bis 25°. 


Als nach 5 Tagen eine mikroskopische Untersuchung der 
Hefe vorgenommen wurde, zeigten sich zahlreiche Sprossungen. 
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Doch waren die Hefezellen nicht so groß wie ursprünglich, 
etwas eingeschrumpft. Die Trockensubstanzbestimmung ergab 
nun 0,49 g gegen 0,51 ursprünglich. Es hatte also eine Ab- 
nahme der Trockensubstanz um 4°/, stattgefunden. 

Also wiederum kein ersichtlicher Nährerfolg. 

Da nun dies auf zu rasche Vergärung infolge der relativ 
hohen Temperatur zurückzuführen sein konnte, so stellte ich 
denselben Versuch noch einmal auf, aber mit der Abänderung, 
daß der Zucker (dieselbe Zuckermenge) 4mal zugesetzt wurde, 
teils bei 20 bis 25°, teils bei 12°. 


Versuch 7. 
Harn (aufs Fünffache verdünnt) 25 ccm 
Traubenzucker . . ..... (auf 4mal zugesetzt) 
Natriumhydroxyd . . . . 0,0025 g, d. i. 0,01°/, 


Temperatur 20 bis 25° bei a), 
12° bei b), vom 6. Tage an 15°. 

a) Als fünf Tage verflossen waren, beendigte ich den Ver- 
such. Es zeigte sich nun, daß die Zellen der Hefe gesproßt 
hatten, aber nicht mehr das gesunde Ansehen gewährten wie 
ursprünglich. Die Trockensubstanzbestimmung ergab 0,48 g 
gegen 0,51 ursprünglich, also einen Trockensubstanzver- 
lust von 6°/,. Somit keine Besserung gegen Versuch 6. 

b) Nachdem zuerst fünf Tage lang eine Temperatur von 
12° geherrscht hatte, verbrachte ich den Versuch in ein etwas 
wärmeres Zimmer von 15 bis 16°, in dem er noch zwei 
Tage stehen blieb. Nun wurde die Trockensubstanz- 
bestimmung gemacht; dieselbe ergab 0,58 g gegen 0,53 
ursprünglich, somit eine Trockensubstanzvermehrung von 
9,4°/,. Auch hier hatte wiederum die geringere Versuchs- 
temperatur den Nährwert des Traubenzuckers etwas 
hervortreten lassen, sogar in etwas höherem Grade als bei 
Versuch 5b. Bei den sonst mit Versuch 7b übereinstimmen- 
den Versuchen 6 sowie 7a hatte die höhere Temperatur bewirkt, 
daß der Traubenzucker so gut wie nutzlos für die Ernährung 
der Hefe zu sein schien. 

Versuch 8 (Kontrollvers. zu 3 bis 7). 

Harn (aufs Fünffache verdünnt). 25 ccm 

Traubenzucker (technisch). . 2 g (auf 4mal zugesetzt) 

Temperatur 20 bis 25°. 
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Auch hier war nach 5 Tagen der Zucker vergoren. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab abermals keine Ver- 
mehrung, sondern eine Verminderung. Ich erhielt nur 0,40 g 
Trockensubstanz gegen 0,51 ursprünglich. also eine Abnahme 
der Trockensubstanz um 21,5°/,. 

Da auch hier der Traubenzucker zu versagen schien, glaubte 
ich schon eine Heferasse vor mir zu haben, die nichts mit dem 
Traubenzucker als Nährsubstanz anzufangen weiß, sondern ihn 
nur vergärt. 

Das ist ja durchaus nicht unmöglich. Denn man hat ja 
schon bei verschiedenen Zuckerarten gefunden, daß sie von den 
einen Zellen verwendet werden, von den anderen nicht. 

Doch hielten mich gewisse andere Beobachtungen davon 
ab. an diesem Glauben festzuhalten. 


Versuch 9. 
Harn (aufs Fünffache verdünnt) 25 cem 

Traubenzucker (technisch). . 2 g (auf 1mal zugesetzt) 

Ammoniak . ...... 000258, d.i. 0,01°/ 

Temperatur 20 bis 25° bei a), 

12° bei c) an den ersten 5 Tagen, dann 
15 bis 16°. 

a) Nach 5 Tagen wurde die Trockensubstanzbestimmung 
gemacht. Die Hefe wies unter dem Mikroskop Sproßverbände 
auf. Die Trockensubstanzbestimmung ergab 0,42 g gegen 0,51 
ursprünglich, alsoeineTrockensubstanzabnahme von 17,2°/,. 

b) Nach 5tägigem Aufenthalt im kalten Zimmer von 12° 
wurde der Versuch, zu dem eine (Branntwein-)Hefe von 0,53 g 
Trockensubstanz (pro 2 g Hefe) verwendet; worden war, in ein 
Zimmer mit 15 bis 16° verbracht und dort noch 2 Tage be- 
lassen. Es ergab sich nun eine Trockensubstanzmenge von 
0.52 g gegen 0,53 ursprünglich, also eineAbnahmederTrocken- 
substanz um 1,9°/,. Die tiefere Temperatur hatte ungünstig 


gewirkt. 
Versuch 10. 


Harn (aufs Fünffache verdünnt) 25 cem 
Traubenzucker (technisch). . 2 g (auf 4mal zugesetzt) 
Ammoniak ........ 000258, d. i. 0,019, 
Temperatur 20 bis 25° bei a), 

12° bei b) in den ersten 5 Tagen, dann 15 bis 16°, 
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a) Nach 5 Tagen ergab die mikroskopische Untersuchung 
zahlreiche Sproßverbände und ein schönes Aussehen der Hefe. 
Die Trockensubstanzbestimmung ergab 0,50 g gegen 
0,51 g ursprünglich, also einen Trockensubstanzverlust 
von 2°|,. 

b) Die Trockensubstanzbestimmung wurde hier nach 7 Tagen 
gemacht, nachdem 5 Tage lang eine Temperatur von nur 12°, 
dann 2 Tage lang eine solche von 15 bis 16° eingewirkt hatte. 
Die Hefe zeigte unter dem Mikroskop Sprossungen. Die Trocken- 
substanzbestimmung ergab nun 0,49 g gegen 0,53 ursprünglich. 
Also hatte die Trockensubstanz um 7,6°/, abgenommen. 
Trotz langsamerer Vergärung war der Zucker scheinbar nicht 
teilweise oder auch nur zum kleinen Teil zur Ernährung ver- 
wendet worden. Übrigens war hier durch Versehen ein kleiner 
Teil der Trockensubstanz verloren gegangen, so daß dem Resultat 
bei Versuch b) keine Bedeutung beigemessen werden kann. 


Versuch 11. 


Harn (aufs Fünffache verdünnt) 25 cem 
Traubenzucker (technisch). . 2 g (auf 4mal zugesetzt) 
Ammoniak . . ...... 0,0058 oder 0,02°;, 
Temperftur 20° bei a), 

12° bei b), vom sechsten Tage an 

15 bis 16°. 


a) Nach 5 Tagen ergab die mikroskopische Untersuchung, 
daß viele Bakterien anwesend waren. Die Hefe hatte ein etwas 
körniges Aussehen angenommen. Die Trockensubstanz- 
bestimmung ergab 0,49 g gegen 0,51 ursprünglich, also eine 
Abnahme von 4°|,. 

b) Nachdem die Hefe am 7. Tage völlig abgesetzt war, ergab 
die Trockensubstanzbestimmung 0,52 gegen 0,53 g ursprünglich. 
Es hatte also eine Abnahme der Trockensubstanz um 
1,9°/, stattgefunden. 

Bei Anwendung tieferer Temperatur war also die Trocken- 
substanzabnahme geringer als bei höherer Temperatur. 

Tiefere Temperatur wirkt Trockensubstanz er- 
haltend, wenn die Hefe mit Traubenzucker als einziger Kohlen- 
stoffquelle versehen wird. 
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Versuch 12. 


Harn (aufs Fünffache verdünnt) 25 cem 

Traubenzucker (technisch). . 2 g (auf 1mal zugesetzt) 
Ammoniak . +... . . 0,0125g oder 0,05°/,. 
‚Temperatur 20 bis 25° bei a), 15° bei b). 


a) Auch hier waren nach 5 Tagen, wie die mikroskopische 
Untersuchung ergab, viele Bakterien aufgetreten. Die Trocken- 
substanzbestimmung ergab 0,48 g gegen 0,51 ursprünglich, 
also eine Abnahme von 5,9°/,. 

b) Auch bei diesem Versuch waren schließlich viele Bak- 
terien beigemischt. Die Trockensubstanzbestimmung ergab 
nach 5 Tagen 0,51 g gegen 0,53 ursprünglich, also eine Ab- 
nahme um 3,8°/,. 

Das Ammoniak hatte offenbar auch hier einige Schädi- 
gung der Hefe bewirkt, naturgemäß eine noch stärkere als 
bei Versuch 11, da die Konzentration des Ammoniaks eine 
größere war. 

Versuch 13. 

Harn (aufs Fünffache verdünnt) 25 ccm 

Traubenzucker (technisch). . 2 g (auf 1mal zugesetzt) 

Ammoniak .........0,025g oder 0,1°/, 

Temperatur 20 bis 25°. 


Als nach 5 Tagen die mikroskopische Untersuchung ge- 
macht wurde, zeigte sich, daß noch Sprossungen eingetreten 
waren, die Hefezellen schickten sich aber an, in Fäden auszu- 
wachsen. Viele Bakterien waren gewachsen. 

Offenbar hatte 0,1°/, Ammoniak ungünstig gewirkt. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab nun 0,46 g gegen 
0,51 ursprünglich; es hatte die Trockensubstanz um 9,8°/, 
abgenommen. 

Daß der Schaden, den 0,1°/, Ammoniak sonst an lebenden 
Zellen anrichtet, hier nicht noch größer ist, erklärt sich wohl 
zur Genüge aus der sauren Reaktion des Harns, die er seinem 
Gehalt an saurem phosphorsaurem Alkali (Kali vorwiegend) ver- 
dankt. Die Menge der Phosphorsäure beträgt durchschnittlich 
0,166°/,, wenn sie als P,O, gerechnet wird (Neuberg). Das 
Ammoniak wird also großenteils gebunden werden, wenn es in 
der Menge 0,1°/, zum Harn hinzugesetzt wird. Das primäre 
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Kaliumphosphat wird hierdurch in sekundäres und tertiäres 
Phosphat umgewandelt. Damit wird die Schädlichkeit abge- 
schwächt. Immerhin ist ein solcher Schaden vorhanden. Denn 
Hefe entwickelt sich am besten in schwach saurer oder höch- 
stens neutraler Flüssigkeit (Naegeli) Außerdem ist freies 
Ammoniak (und in geringerem Grade auch manches Ammoniak- 
salz) von besonderer Schädlichkeit für Hefe. 


Versuch 14. 
Harn (aufs Fünffache verdünnt) 25 cem 
Traubenzucker (technisch). . 2 g (auf 1mal zugesetzt) 
Ammoniak ........0,00025g oder 0,001°/, 
Temperatur 20 bis 25°. 


Nach 5 Tagen, als die Hefe völlig abgesetzt war, nahm 
ich eine Trockensubstanzbestimmung an der auf einem Filter 
gesammelten und gewaschenen Hefe vor. Es ergab sich eine 
Trockensubstanz von 0,48 g gegen 0,51 ursprünglich, somit eine 
Trockensubstanzabnahme von 5,88°/,. 

Bei so geringem Ammoniakprozentsatz war also die 
Trockensubstanzabnahme eine geringere. 

In diesem Falle war wohl nur eine sehr geringe schädliche 
Wirkung da. 

Versuch 15. 


Harn: aout a E aplanı Kars aei a20 00M 
Traubenzucker (technisch). . 2g 
Ammoniak .. .. . . . 0,00625 g oder 0,025°/, 


Temperatur 20 bis 25°. 

Nach Ablauf von 5 Tagen wurde die Trockensubstanz- 
bestimmung gemacht. 

Dieselbe ergab 0,50 g gegen 0,51 ursprünglich. 

Die Trockensubstanz hatte somit um 2°/, abge- 
nommen. 

Es war eine weit geringere Abnahme als beim Kon- 
trollversuch 19, dessen erster Teil a) ebenfalls bei 20 bis 25° 
ausgeführt wurde. 


Versuch 16. 
Ham lock ser 2biecm 
Traubenzucker (technisch). . 2g 
Ammoniak .........0,0125g oder 0,005°/, 


Temperatur 25 bis 30° bei a), 12° (später 15°) bei b). 
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a) Als nach 5 Tagen die Trockensubstanzbestimmung ge- 
macht wurde, ergab sich eine Trockensubstanzverminderung um 
4.2°/,; also eine Besserung gegenüber dem Kontrollversuch 19 a). 

b) Nach 7 Tagen ergab sich eine Trockensubstanzvermin- 
derung um 1,2°/,. 

Da beim Kontrollversuch 19b) die Trockensubstanz gleich 
blieb, ist hier keine Verbesserung durch den Zusatz von 0,005°/, 
Ammoniak zu verzeichnen. 


Versuch 17. 
Hefe hier wie bei 28 und 19 2g 
Harn (aufs Fünffache verdünnt) 25 cem 
Traubenzucker (technisch). . 2 g (auf 4mal zugesetzt) 
Cäsiumsulfat ...... 0,0058, d.i. 0,02°/ 
Temperatur 20 bis 25° bei a), 
12° bei b), vom 5. Tage an 15°. 


a) Am 5. Tage gewährte die Hefe unter dem Mikroskop 
ein durchaus normales Aussehen. Zahlreiche Sprossungen waren 
zu sehen. Am 5. Tage wurde die Trockensubstanzbe- 
stimmung gemacht, sie ergab 0,50 g gegen 0,51 ursprünglich, 
also eine Abnahme von 2°|,: 

b) Die Trockensubstanzbestimmung am 7. Tage ergab 
0,51 g, also weder Zu- noch Abnahme. 

Das Resultat dieses Versuches im Vergleich mit den vor- 
ausgehenden spricht für eine günstige Wirkung des Cäsium- 
sulfates (0,02°/,); es wurde zwar keine Trockensubstanz- 
zunahme erzielt, aber doch ein Rückgang verhindert, der bei 
den andern Versuchen mit nur 2 g Zucker auf 2 g Hefe immer 
eintrat. 

Versuch 18. 
Harn (aufs Fünffache verdünnt) 25 cem 

Traubenzucker (technisch) . . 2g 

Cäsiumsulfat . . .. . . 0,0025g, d.i. 0,01°/% 

Temperatur 20 bis 25° bei a). 


Auch hier gewährte die Hefe nach 5 Tagen mikroskopisch 
ein ganz normales Ansehen und wies viele Sprossungen auf. 
Die Trockensubstanzbestimmung ergab 0,52 g gegen 0,51 
ursprünglich, also eine Vermehrung der Trockensubstanz 
um 2°/,. 
Biochemische Zeitschrift Band 81. 16 


236 Th. Bokorny: 


Der Versuch b) ging zu Verlust. 

Aber schon aus Versuch a) kann entnommen werden, daß 
durch das Cäsiumsulfat eine förderliche Wirkung auf 
die Trockensubstanzbildung ausgeübt wird. Sonst wäre 
die Trockensubstanz wie bei den Versuchen ohne Reizmittel 
zurückgegangen. 


Versuch 19. 
Harn ¿ç uw. 2 3-7 WD GOD 
Traubenzucker . . . . . . 2g 
Cäsiumsulfat . . . . . . 0,00125g, d.i.0,005%, 


Temperatur 20 bis 25° bei a), 15° bei b). 


a) Nach 5 Tagen wurde die Trockensubstänzbestimmung 
an der unter dem Mikroskop sehr gesund aussehenden, noch in 
Sprossung begriffenen Hefe gemacht. Sie ergab 0,52 g gegen 
0,51 ursprünglich, also eine Trockensubstanzzunahme 
um 2°%,- 

b) Auch hier ergab die Trockensubstanzbestimmung 
(am 7. Tage) eine Zunahme von 2°|,. 

Es ist nicht zu verkennen, daß Cäsiumsulfat in der Menge 
0,005 bis 0,02°/, zugesetzt einen günstigen Einfluß auf die 
Trockensubstanzbildung hat, wenn auch die Zunahme der Trocken- 
substanz nirgends erheblich war. 

Auch hier hat offenbar der Ansatz 2 g Preßhefe auf 2 g 
Zucker ungünstig gewirkt und die Trockensubstanzvermehrung 
gehindert. 


Versuch 19 (Kontrollversuch zu 8 bis 22 
mit stets 2 g Brennereipreßhefe von 25,5°/, Trockensubstanz). 
Harn (aufs Fünffache verdünnt) 25 ccm 
Traubenzucker (technisch) . . 2 g (auf 6mal zugesetzt) 
Temperatur 20 bis 25° bei a), oder 12° bei b). 


a) Nach 5 Tagen wurde der Versuch beendet. Es ergab 
sich nun eine Trockensubstanzmenge von nur 0,40 g (gegen 
0,51 ursprünglich), also eine Abnahme um 25,5°/,. 

b) Nach 6 Tagen ergab die Untersuchung der Flüssigkeit, 
daß die Gärung noch etwas im Gange war, der Zucker war aus 
der Flüssigkeit noch nicht ganz verschwunden. Die Trocken- 
substanzbestimmung ergab nun 0,53 g. Das ist genau dieselbe 
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Trockensubstanzmenge wie ursprünglich. Die Trockensub- 
stanzmenge war gleich geblieben. 

Die sehr bedeutende Trockensubstanzabnahme im Falle a) 
zeigt uns, wie sehr die Gärung über den Assimilationsvorgang 
„überwiegen kann, denn daß der Traubenzucker gar nicht zur 
Ernährung der angewandten Hefe brauchbar sei, ist doch wohl 
nicht zu glauben. 

Es ist offenbar bei a) infolge der für die Gärung sehr 
günstigen Temperatur 20 bis 25° eine vorzeitige Vergärung des 
Zuckers eingetreten. Außerdem wurde Trockensubstanz in der 
Hefe durch den Lebensvorgang verbraucht. 


Versuch 20. 
Harn (aufs Fünffache verdünnt) 25 cem 
Traubenzucker (technisch) . . 2g 
Glycerin. "a> 0,125 g, d. i. 0,5°/, 
Temperatur 20 bis 25° bei a), oder 12° bei b). 

a) Als nach 5 Tagen die Hefe ganz abgesetzt war und 
der Versuch beendigt wurde, zeigte sich auch hier eine Trocken- 
substanzabnahme, wenn auch nicht so stark wie bei 19. 
Es ergab sich 0,43 g Trockensubstanz (gegen 0,51 ursprünglich). 
Die Trockensubstanz hatte somit um 15,7°/, abgenommen. 

Also auch hier ein vorzeitiger Verbrauch des Zuckers durch 
Gärung. 

b) Dieser Versuch ging leider verloren. 

Zu a) ist noch hervorzuheben, daß die Hefe am Schluß 
des Versuches von vorzüglichem Aussehen unter dem Mikro- 
skop war. 

Die Hefezellen waren groß, ungetrübt, mit reichlichen 
Sprossungen versehen. 

Auch bei dem folgenden Versuch mit Zucker und Glycerin (21) 
waren die Hefezellen von ausnehmend gutem Aussehen. 


Versuch 21. 
Harn (aufs Fünffache verdünnt) 25 ccm 
Traubenzucker (technisch) . . 2 g (auf 4mal zugesetzt) 
Glycerin .... 0,0625 g, d. i. 0,25°/, 
Temperatur 20 bis 25° bei a), oder 12° bei b) und o). 


a) Nach 5 Tagen wurde die Trockensubstanz an dieser 


mikroskopisch sehr gut aussehenden Hefe bestimmt. Die Be- 
16* 
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stimmung ergab 0,45 g, d.i. eine Abnahme um 12,7°/,. Der 
Vorteil des Glycerinzusatzes zeigte sich nur in einer geringeren 
Trockensubstanzabnahme (gegen Versuch 19). 

b) Hier wurde auch noch eine Spur Kali (0,01 °/,) zugesetzt. 

Nach 7 Tagen ergab die Trockensubstanzbestimmung eben- 
falls nur 0,45 g, also eine Abnahme der Trockensubstanz 
um 12,7°/,. 

0,01°/, Kali scheint schon etwas zu viel gewesen zu sein. 

c) Auch bei diesem Versuch wurde etwas Alkali zugesetzt, 
diesmal 0,01°/, Ätznatron. 

Nach 7 Tagen fand ich 0,54 g Trockensubstanz vor. 

Es hatte sich also eine Trockensubstanzzunahme von 
6°, eingestellt. 

Noch ein weiterer Versuch mit 0,1°/, Glycerin (neben 2 g 
Traubenzucker) wurde aufgestellt. 


Versuch 22. 
Harn (aufs Fünffache verdünnt) 25 cem 
Traubenzucker (technisch) . . 2 g (auf 4mal zugesetzt) 
Glycerin. ..... 0,025 g, d.i. 0,19/.. 
Temperatur 20 bis 259. 


Auch hier ergab die Trockensubstanzbestimmung nach 
5tägiger Versuchsdauer eine Abnahme. Ich erhielt 0,46 g 
Trockensubstanz (gegen 0,51 ursprünglich), was eine Trocken- 
substanzabnahme von 9,2°/, bedeutet. 

Diese Abnahme ist aber erheblich geringer als bei 
Kontrollversuch 23, wo das Glycerin fehlte. 

Man darf wohl annehmen, daß durch den Glycerin- 
zusatz dem Verbrauch der Trockensubstanz entgegen- 
gearbeitet wurde. 


Versuch 23 (Kontrollversuch zu 19 bis 23). 
Harn (aufs Fünffache verdünnt) 25 cem 
Traubenzucker (technisch) . . 2 g (auf 4mal zugesetzt) 
Temperatur 20 bis 25°. 


a) Die Trockensubstanzbestimmung nach 5 Tagen ergab, 
daß eine Abnahme um 26,5°/, eingetreten war. 

Die beträchtliche Trockensubstanzabnahme bei Kontroll- 
versuch 23 kam nicht unerwartet, nachdem schon in den vor- 
ausgehenden Versuchen oftmals Trockensubstanzabnahme ein- 
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getreten war. Der Mangel eines Reizmittels für die Assimila- 
tion hatte die Abnahme vergrößert. 

Das mag daran schuld sein, daß bei vielen Versuchen mit 
Harn und Traubenzucker keine Vermehrung der Trockensubstanz 
eintraten. 

Daß Harnstoff eine Stickstoffquelle und Traubenzucker eine 
Kohlenstoffquelle für die angewandten Hefearten sei, daran konnte 
ich nach vorausgegangenen Orientierungsversuchen kaum zweifeln. 

Auch an Phosphat, Magnesia- und Kalisalz fehlte es nicht, 
da der Harn solche in genügender Menge enthält. 

Es konnte aber vielleicht an der zu großen Hefemenge 
liegen, resp. an der damit in die Versuchsflüssigkeit gebrachten 
Zymasemenge, wodurch der Zucker zu rasch vergoren wurde. 

Ich machte darum noch folgende Versuche. 


Versuche mit 2 g Hefe von 0,55 g Trockensubstanz und 4g 
Zucker (statt 2, wie bisher). 


Versuch, 24 (Kontrollversuch zu 25). 


Harn (aufs Fünffache verdünnt) . . 25 cem 
Traubenzucker (technisch). . . 2g (also 8°/,) 
Temperatur 20 bis 25°. 


Nach 5 Tagen wurde die Trockensubstanz bestimmt. 

Dieselbe hatte wiederum nicht zugenommen. 

Ich fand 0,47 g Trockensubstanz, also eine Abnahme 
von zirka 15°/, der ursprünglichen, die 0,55 betragen hatte. 

Das stimmt überein mit den Erfahrungen, die ich bisher 
mit den Trockengewichten bei Verabreichung von 2 g Zucker 
auf 2 g Hefe gemacht habe (siehe die vorausgehenden Kon- 
trollversuche). 

Versuch 25. 

Harn (aufs Fünffache verdünnt) . . 25 cem 

Traubenzucker (technisch). , . 4g (also 16°/,) 

Temperatur 20 bis 25°. 


Als hier nach 5 Tagen keine Gärung mehr sichtbar war, 
wurde die Trockensubstanz der Hefe bestimmt. 

Die Bestimmung ergab eine Zunahme. 

Ich erhielt 0,69 g Trockensubstanz gegen 0,55 ursprünglich, 
also eine Trockensubstanzzunahme um 21°/,. 
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Woran liegt das? 

Der Traubenzucker war zuviel, als daß er durch rasche 
Vergärung schon in der ersten Versuchszeit zum Verschwinden 
gebracht werden konnte. 

Versuch 26 (Kontrollversuch zu 27). 
Harn (aufs Fünffache verdünnt) . . 25 cem 

Rohrzucker (reinst). . . . . . 2g (also 8°/,) 

Temperatur 20 bis 25°. 

Hier erhielt ich nach 5 Tagen eine nicht ganz kleine 
Zunahme. 

Die Trockensubstanz hatte sich von 0,55 auf 0,60 g 
gesteigert, also um 9°/, vermehrt. 

Hier wurde also eine Trockensubstanzzunahme erzielt, trotz- 
dem auf 2 g Hefe nur 2 g Zucker zugesetzt worden war und 
kein Reizmittel zur Verwendung kam. z 

Das kann nur durch die Art des Zuckers bedingt ge- 
wesen sein. 

Es scheint, daß der Rohrzucker für die Vermehrung 
der Trockensubstanz der Hefe günstiger ist als Trau- 
benzucker. 

Er wird nicht so ausschließlich vergoren, sondern leichter 
in den Assimilationsprozeß hineingezogen. 


Versuch 27. 
Harn (aufs Fünffache verdünnt) . . 25 ccm 
Rohrzucker (reinst) . . . . . . 4g (also 16°), 


Temperatur 20 bis 25°. 

Nach 5 Tagen ergab die Trockensubstanzbestimmung 0,64 g 
gegen 0,55 ursprünglich. 

Die Trockensubstanz war stärker gewachsen als bei dem 
Versuch 26 mit nur 2 g Zucker. 

Es hatte sich eine Vermehrung der Trockensubstanz 
um 16,4°/, eingestellt. 

Die Vermehrung der Trockensubstanz war also nahezu 
doppelt so groß als bei dem Versuch 26 mit nur 2 g Zucker 
auf 2g Hefe. 

Somit kann aus dieser kurzen Versuchsreihe folgendes ent- 
nommen werden: 

Das Verhältnis 2 (Hefe) zu 2 (Zucker) ist sowohl bei Trau- 
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benzucker als auch bei Rohrzucker weniger günstig als das 
Verhältnis 2 (Hefe) zu 4 (Zucker). 

Bei Traubenzucker tritt dies noch mehr hervor als bei 
Rohrzucker. 

Die hiermit gemachten Erfahrungen veranlaßten mich, 
einige besondere Versuche über die Zucker- und Hefemenge zu 
machen, welche für Trockensubstanzvermehrung am günstig- 
sten ist. 


Versuchsreihe mit verschiedenen (meist geringeren) Mengen 
Ansatzhefe, nämlich 0,02, 0,05, 0,1, 0,2, 0,5 1,0 und 2,0 g 
Hefe (Branntweinhefe von 28,0°/, Trockensubstanz) auf 2 g 


Zucker. 
Versuch 48. 
Harn (aufs Fünffache mit Wasser verdünnt) 25 cem 
Bohrzuckör < ¿ steam una en 28, der 
Flüssigkeit 
Hefe: LL usss 2.0.0028. 


Temperatur 25° bei a), 15° bei b). 

a) Die Trockensubstanzbestimmung ergab nach 5 Tagen 
0.03 g gegen 0,0056 ursprünglich, also eine Zunahme um 
435,7°/,. Dabei waren Wachstum und Gärung bei Beendigung 
des Versuches noch im Gange, eine Hefedecke hatte sich gebildet. 

b) 0,032 g ergab die Trockensubstanzbestimmung nach 
10 Tagen gegen 0,0056 ursprünglich, also eine Zunahme 
von 471,4°,. 


Versuch 49. 
Harn (aufs Fünffache verdünnt). . 25 ccm 
Rohrzucker . ..... 0» 2g, di8% 
Hefe .... ee OR 


Temperatur 25° bei a), 15° bei b). 

a) Nach 5 Tagen ergab die Trockensubstanz- 
bestimmung 0,025 g gegen 0,0112 ursprünglich, also eine Zu- 
nahme um 123,2°/,. Keine Hefedecke, noch keine deutliche 
Fäulnis, aber doch ein Anfang dazu, viele Bakterien da. Darum 
die Vermehrung keine so starke wie bei Versuch 48. 

b) 0,052 g Trockensubstanz erhielt ich nach 10 Tagen, 
also eine Trockensubstanzzunahme um 211,4°/, gegen die 
ursprüngliche, welche 0,014 g oder 28°/, betragen hatte. 
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Versuch 50. 
Harn (aufs Fünffache verdünnt). . 25 ccm 
Robrzucker ;¿ . 2.2222... 28 
Hefe ... 0,18. 


Temperatur 25° bei a), 15° bei b). 

a) Die Trockensubstanzbestimmung ergab nach 5 Tagen 
0,030 g gegen 0,28 ursprünglich, somit eine Zunahme von nur 
7,2°/,. Eine ganz schwach faulige Beschaffenheit machte die 
geringe Zunahme erklärlich. 

b) Hier war noch nach 10 Tagen kein fauliger Geruch 
wahrzunehmen. Die Trockensubstanzbestimmung ergab nun 
0,073 g, also eine Zunahme gegen die ursprüngliche (0,028 g) 
um 160,7°/,. 

Versuch 51. 


Harn (aufs Fünffache verdünnt) . . 25 ccm 
Rohrzucker . . ¿ 2.2.2222. 28 
Hefe: safis: ; t Fa 02 g; 


Temperatur 25° bei a), 15° bei b). 

a) Nach 5 Tagen ergab sich eine Trockensubstanz von 
0,055 g gegen 0,056 ursprünglich, somit eine Abnahme der 
Trockensubstanz um 1,8°/,. Die Hefe hatte schon schwach 
fauligen Geruch, woraus die Abnahme wohl erklärlich wird. 

b) Hier auch nach Tagen noch keine Fäulnis. Die Hefe 
hatte gegen ursprünglich (0,056 g) zugenommen, die Trocken- 
substanz betrug 0,110 g, hatte also um 96,4°/, zugenommen. 


Versuch 52. 
Harn (aufs Fünffache verdünnt) . . 25 cem 
Rohrzucker pos 2». 2. 2... 28 
Hefe. .... 50 


Temperatur 25° bei a), 15° bei b). 

a) Als nach 5 Tagen die Trockensubstanzbestimmung an 
der bereits schwach fauligen Hefe gemacht wurde, ergab sich 
0,136 g gegen 0,140 ursprünglich, also eine Trockensubstanz- 
abnahme um 2,9°/,. Die Hefe hatte wahrscheinlich Trocken- 
substanz austreten lassen. 

b) Nach 10 Tagen ergab die Trockensubstanzbestimmung 
0,18 g gegen 0,14 ursprünglich, also eine Trockensubstanz- 
zunahme um 28,5°],- 


Troekensubstanzvermehr. d. Hefe u. Anw. v. Harn als N-Nahrung. 243 


Versuch 53. 
Harn (aufs Fünffache verdünnt) . . 25 ccm 
Rohrzucker. .. v 2 222.202. 2g 
Hefe .... ee Aig 


Temperatur 25° bei a), 15° bei b). 

a) Nach 5 Tagen ergab die Trockensubstanzbestimmung 
0,17 g, also eine Abnahme um 39,3°/,. Keine Decke. Fäulnis- 
geruch da. Daraus erklärt sich die Annahme der Trockensubstanz. 

b) Nach 10 Tagen ergab die Trockensubstanzbestimmung 
0,32 g. Die Trockensubstanz hatte also gegen die ursprüng- 
liche (28°/,) um 14,3°/, zugenommen. 


Versuch 54. 
Harn (aufs Fünffache verdünnt). . 25 ccm 
Rohrsaucker‘ u au sen DEELR], 
Hefe.... e t 2, WE 


Temperatur 20 bis 25° þei a), 15° bei b). 


a) Die Trockensubstanzbestimmung ergab nach 5 Tagen 
nur 0,38 g, somit eine Abnahme um 32,2°/,- Keine Decke. 
Fäulnisgeruch. Aus letzterem erklärt sich wiederum zum Teil 
die Abnahme der Trockensubstanz, zum Teil wohl auch aus der 
zu hoch gewählten Hefemenge, wodurch der Zucker zur Ver- 
gärung gebracht wurde, ehe er zur Ernährung der Hefe dienen 
konnte. 

b) Als nach 10 Tagen die Trockensubstanz bestimmt wurde 
(Fäulnisgeruch war noch nicht eingetreten), ergab sich 0,60 g 
Trockensubstanz gegen 0,56 g ursprünglich. Die Trocken- 
substanzmenge hatte also um 7,1°/, zugenommen. 

Aus der eben geschilderten Versuchsreihe ergibt sich: 

Die Menge der Aussaathefe spielt eine entschei- 
dende Rolle. 

2 g Hefe auf 2 g Zucker ergibt bei 20 bis 25° eine be- 
deutende Abnahme der Trockensubstanz. 

Bei 15° erhält man, unter Anwendung von Rohrzucker als 
einziger C-Quelle eine allerdings nur unbedeutende Zunahme 
der Trockensubstanz. 

Die tiefere Temperatur ist also günstiger. 

1g Hefe auf 2g Rohrzucker ergab ebenfalls wieder be- 
trächtliche Abnahme der Trockensubstanz bei 20 bis 25°. 


244 Th. Bokorny: 


1 g Hefe auf 2 g Zucker bei 15° ergab erhebliche Zunahme 
der Trockensubstanz. 

Auch hier wirkte die tiefere Temperatur günstiger. 

0,5 g Hefe auf 2 g Rohrzucker ergab auch eine kleine 
Trockensubstanzabnahme bei 20 bis 25°, 

Bei 15° stellte sich eine erhebliche Trockensubstanzver- 
mehrung ein. 

Die tiefere Temperatur war günstiger. 


Bei 0,2 g Hefe auf 2 g Rohrzucker nur 20bis 25° schwacheAbnahme 
” 0,2g » n 2g ” » 15° starke Zunahme. 


Also tiefere Temperatur günstiger. 

Erst 0,1 g Hefe pro 2 g Rohrzucker erbrachte bei 20 bis 
25° eine schwache Zunahme der Trockensubstanz. 

Bei. 15° aber stellte sich eine sehr große Zunahme 
(160,7°/,) ein. 

Die tiefere Temperatur also viel günstiger. 

Hier (bei 0,1 g Hefe) beginnt sich die bessere Wir- 
kung kleiner Aussaatmengen sehr deutlich zu zeigen. 
Schon bei 20 bis 25° eine Zunahme, noch viel mehr aber bei 
niederer Temperatur. 

Bei Anwendung von 0,05 g Hefe auf 2 g Rohrzucker er- 
gab sich schon in dem Versuch bei höherer Temperatur eine 
Trockensubstanzvermehrung um 123,2°/,, in dem Versuch mit 
15° eine solche von 271,4°|,. 

Also wiederum eine große Vermehrung bei kleiner Hefe- 
gabe und eine Bevorzugung tieferer Temperatur! 

Am höchsten ging die Trockensubstanzvermehrung bei nur 
0,02 g Hefezusatz. Die Trockensubstanzzunahme betrug bei 
höherer Temperatur 435,7 und bei tieferer Temperatur 471,5°/,. 

In diesem letzten Versuche hatte also die Temperatur- 
verschiedenheit nicht viel ausgemacht. 

Letzteres wird nun von Thausing ebenfalls nachgewiesen, 
wenigstens für die Schwankungen der Temperatur innerhalb 
gewisser niederer Grenzen. Das Endergebnis war das gleiche, 
ob man die Gärung sehr kalt führte (3,8%) oder warm (anfangs 
10°, dann 15°, dann wieder 10°) oder mittelwarm bei 8 und 11°, 
der Temperatur der gärenden Bierwürze. 

Nimmt man die Differenzen größer, nämlich so wie ich 
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12 bis 25°, d. i. 13° Diff. und die obere Temperatur so hoch, 
wie sie in der Praxis kaum gebraucht wird (25°), dann stellt 
sich ein deutlicher Unterschied zu gunsten der tieferen 
Temperatur ein. 

Weiterhin interessierte mich das Verhalten verschiedener 
Kohlenhydrate hinsichtlich der Trockensubstanz der Hefe, zu- 
nächst gärfähiger, dann auch solcher, die nicht vergären. 


Versuchsreihe über die Trockensubstanzbildung aus ver- 
schiedenen Zuckerarten und anderen Kohlenhydraten. 


Die Erfahrungen, die ‘ich bei Algen gemacht habe, ver- 
anlassen mich, verschiedene Zuckerarten auf ihre Verwendbar- 
keit zur Trockensubstanzneubildung zu untersuchen, auch solche, 
von denen man die Verwendbarkeit früher ohne weiteres als 
gewiß annahm. 

Zunächst einen kurzen Überblick über meine Algenversuche!). 

Die Arabinose, eine Pentose, 


OHOH H 
CH,OH C C C COH 
H HOH 


1-Arabinose (gewöhnliche Arabinose), 


welche nicht gärt (Scheibler und Lippmann usw.), lieferte 
bei meinen Versuchen an Spirogyren ein negatives Resultat; es 
erfolgte kein Stärkeansatz. 

Mit Bacillus aethaceticus gibt sie nach Frankland und 
Mac Gregor Alkohol, Essigsäure, Bernsteinsäure und (in durch 
Quecksilber verschlossenen Gefäßen) Ameisensäure, daneben 
Kohlensäure, Wasserstoffspuren, Bernsteinsäure usw. 

Auch mit Xylose, einer der Arabinose ähnlichen Pentose, 
erhielt ich an Spirogyren ein entschieden negatives Ernährungs- 
resultat. 

Die Rhamnose, eine Methylpentose (Methyl - Arabinose 


nach Maquenne), 
OHOH H 
CH,.CHOH C C C COH 
H HOH 


Rhamnose, 


1) Arch. f. d. ges. Physiol. 168. 
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ebenfalls kein gärungsfähiger Zucker, lieferte mir auch keine 
Stärkebildung bei Spirogyren. 

Somit haben alle Pentosen bis jetzt versagt. 

Die Nichtgärungsfähigkeit fällt hier zusammen mit der 
Nichternährungsfähigkeit, was aber durchaus nicht immer zu- 
sammenzutreffen braucht. 

Beide Vorgänge sind getrennt und spielen sich an ver- 
schiedenen Katalysatoren ab. 

Die Gärung wird durch das Enzym Zymase, der ernäh- 
rungschemische Vorgang durch das Protoplasma selbst hervor- 
gerufen. À ` 

Demgemäß dienen ja bekanntlich auch Stoffe zur Ernäh- 
rung von Hefezellen, die nicht vergoren werden können. So 
wird das Glyzerin zur Ernährung mancher Hefen gebraucht, 
kann aber nicht vergoren werden. 

Ein Ernährungsversuch, den ich mit Galaktose an Spiro- 
gyren anstellte, fiel positiv aus (auch A. Meyer erhielt an 
Blättern ein positives Resultat). 

Gärfähig ist die Galaktose, wenigstens bei manchen Bier- 
hefen wie S. apiculatus (E. Voit und Cremer) nicht. Mit 
Bierhefe gärt sie schwer. 

Ob sie zur Ernährung dieser Hefen dienen kann, ist nicht 
bekannt. In den folgenden Versuchen sollte sie (neben Rham- 
nose, Arabinose, Dextrose, Lävulose usw.) geprüft werden, leider 
war aber das Präparat durch frühere Versuche schon ver- 
braucht. 

Rohrzucker und Malzzucker kann bei fast allen grünen 
Pflanzen zur Stärkebildung gebraucht werden. 

Mit Milchzucker konnte A. Meyer keine Stärkebildung 
an grünen Pflanzen erzielen; wohl aber E. Laurens (an Kar- 
toffelsprossen). 

Traubenzucker ergab bei grünen Pflanzen immer posi- 
tives Resultat. 

Ebenso bilden nach A. Meyer fast alle geprüften Blätter 
auf Dextroselösungen Stärke. 

Ich konnte mit Milchzucker an Spirogyren ein positives 
Resultat erhalten. 

1°/,ige Raffinoselösung erzeugt in Spirogyren Stärke. 
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Die Raffinose ist eine Hexatriose C,,H,,0,, + 5 H,O. Sie 
enthält drei Glucosen (Dextrose, Galaktose und Lävulose). 

Kein Wunder, daß sie von Spirogyren verwendet werden 
kann. 

So weit die bisherigen Resultate mit grünen Pflanzen. 

Wie verhält sich nun die Hefe gegen verschiedene 
gärfähige Zuckerarten? 


Versuch 55. 


Harn (aufs Fünffache verdünnt). . . 25 ccm 

Traubenzucker. . . . a Er 

Hefe (Brennereipreßhefe aus Karkrahe) 0,02 g (von 32,5 °/, 
Trockensubstanzgehalt) 


Temperatur 20—25° bei Tag, zirka 12° bei Nacht. 


Nach 5 Tagen wurde der Versuch unterbrochen. Die 
Flüssigkeit zeigte Gärungsgeruch, die Gärung war noch in 
Gang. Eine nun gemachte Trockensubstanzbestimmung ergab 
0,052 g gegen 0,0065 g ursprünglich. 

Somit eine Trockensubstanzvermehrung um 700°/,. 

Der Traubenzucker ist also (neben Harnstoff) eine gute 
C-Nahrung. 

Versuch 56. 

Harn (aufs Fünffache verdünnt) 25 cem 

BEvalose zu aan a 

Hefe... . ha e 002g 

Temperatur 20— 950 bel Tag, zirka 12° bei Nacht. 


Als hier nach 5 Tagen der Versuch unterbrochen wurde, 
zeigten sich noch Gärungserscheinungen. 

Auch hier war offenbar eine recht beträchtliche Vermeh- 
rung eingetreten, wenn auch der Vergleich mit dem Rohrzucker- 
versuch weniger günstig zu sein schien. 

Leider ging der Versuch verloren. 

Ich konnte die Trockensubstanzbestimmung nicht aus- 
führen. 

Versuch 57. 
Harn (aufs Fünffache verdünnt). . 25 ccm 
Rohrzucker (reinst, großkrystallisiert) 2 g 
Hefe... . 2.0028 1 
Temperatur 20— -250 bei Tag, zirka 12° bei Nacht. 
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Hier trat die Gärung rascher und ausgiebiger ein als bei 
Traubenzucker und Lävulose, ja sogar als bei Maltose. Nach 
5 Tagen wurde der Versuch unterbrochen, er zeigte angenehmen 
Gärungsgeruch. 

Nach 5 Tagen ergab die Trockensubstanzbestimmung 
0,120 g gegen 0,0065 g ursprünglich. 

Das macht eine Trockensubstanzzunahme um 1746,2°/,. 

Das ist die höchste Ziffer, die ich bis jetzt erreicht habe. 


Versuch 58. 

Harn (aufs Fünffache verdünnt) 15 ccm 

Maltose s.o + ç s wo. 28 

Hefë n ia 0.70 a 8 W x. "00028 

Temperatur 20—25° bei Tag, zirka 12° bei Nacht. 

Auch hier wurde nach 5 Tagen der Versuch unterbrochen. 
Die Gärung war noch im Gang. Die Flüssigkeit hatte ange- 
nehmen Gärungsgeruch. Die Hefe war offensichtlich gewachsen. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab nun 0,053 gegen 
ursprünglich 0,0065 g. 

Trockensubstanzzunahme also um 715,4°/,. 

Das ist ähnlich wie bei Traubenzucker. 

Demnach vermehrt sich die Hefe am stärksten im Ver- 
such 57 bei Rohrzucker. Hier ergab auch schon die nur äußer- 
liche Besichtigung eine stärkere Zunahme der Hefe wie bei 
55, 57 und 58. 

Das steht einigermaßen im Widerspruch mit den Versuchs- 
ergebnissen von C. Soldan!). 

Hiernach zeigten die Hefen Saar, Frohberg und Logos das 
höchste Vermehrungsvermögen an, wenn dem Nährboden (Hefen- 
wasser oder Asparagin-Nährsalzlösung) Maltose als Kohlenstoff- 
quelle zugesetzt wurde. Eine mittelgroße Ernte wurde durch 
Dextrose geliefert. Hingegen erwies sich die Saccharose in 
dieser Hinsicht als wenig nützlich. 

In den folgenden Versuchen mit nicht gärfähigen 
Kohlenhydraten wurde je 1g Hefe und 1gKohlenhydrat?) 
angewandt. Die Hefe lag, wenn nicht aufgeschüttelt, am Boden 
des Gefäßes. 


1) Erlanger Dissertation 1897. 
2) Kein eigentliches Kohlenhydrat ist Mannit. 
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Versuch 59. 
Ham. ehe age ara w a 20,.00M 
Milchzuoker! > voise anew ea Lg 
Hefe (Brennereipreßhefe aus Karlsruhe) 1 g (mit 32,5°/, 
Trockensubstanz, wie auch bei Vers. 60 bis 65) 
Temperatur 20 bis 25°. 


Nach 8 Tagen ergab die Trockensubstanzbestimmung 
0,230 g gegen ursprünglich 0,325 g. 

Also eine bedeutende Abnahme! (29,2°/,!) 

Hierfür können zwei Gründe angenommen werden. 

Erstens vermag die Preßhefe den Milchzucker nicht zu 
spalten. Ohne Spaltung aber ist eine Verwendung zum Eiweiß- 
aufbau nicht denkbar. 

Zweitens war die Hefe abgesetzt und zu wenig mit den 
Nährstoffen in Berührung. 


Versuch 60. 
Harn. : . x V š e Q< 25:com 
Rhamnose .. . . . lg 
Hefe. .... 1g 


Temperatur 20 bis 25°. 

Die Trockensubstanzbestimmung wurde nach 8 Tagen ge- 
macht und ergab nur 0,120 g Hefen, 0,325 g ursprünglich. 

Also wiederum eine sehr bedeutende Abnahme der 
Trockensubstanz! (63,1°/,). 

Vermutlich vermag die Hefe mit dieser Methylpentose 
nichts anzufangen. Auch das Liegen am Boden hat die Hefe 
gehindert, sich zu ernähren. 


Versuch 61. 
Ham. .....0.. 20000 
Arabinose..... ig 
Hefé,o u. zu Ye wien ER 


Temperatur 20 bis 25°. 


Auch hier ergab die Trockensubstanzbestimmung nach 
8 Tagen nur 0,180 g gegen 0,325 g ursprünglich. 

Eine recht beträchtliche Abnahme der Trocken- 
substanz! (54,6°/,). 

Auch diese Pentose kann also wohl von der Hefe nicht 
zur Ernährung gebraucht werden. 
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Versuch 62. 
Ham..:.. s Qa s “25 ccm 
Mannit ...... ig 
Hefe. o a 0... Ë Ñ 


Temperatur 20 bis 25°. 


Die Trockensubstanzbestimmung ergab nach 8 Tagen 0,190 g 
gegen 0,325 g ursprünglich. 

Trockensubstanzabnahme also beträchtlich (31,5°/,). 

Der sechswertige Alkohol Mannit ist nicht imstande, die 
angewandte Preßhefe zu ernähren, wenigstens nicht unter den 
gegebenen Verhältnissen. 

Das Absitzen der Hefe hat natürlich auch eine ungünstige 
Wirkung gehabt. Hätte Mannit sonst zur Ernährung der Hefe 
gedient? 

Berührung mit den Nährstoffen und Sauerstoffzufuhr waren 
zu gering. 

Versuch 63. 


Harn. ........25ccm 
ZVIOBe ¿la er ro ER 
Hefe... . š lg 


Temperatur 20 bis 259. 
Als mach 8 Tagen die Trockensubstanzbestimmung 
gemacht wurde, ergab sich 0,18 g gegen 0,325 g ursprünglich, 
also eine Abnahme um 54,6°/,. 


Auch mit dieser Pentose wußte demnach die Hefe unter 
den gebotenen Umständen nichts anzufangen. 


Versuch 64. 
Harn (aufs Fünffache verdünnt) 25 ccm 
Inulin (lufttrocken). . . . ig 
Hefe. . . . . . 1 g(von32,5°/, Trockensubstanz) 


Temperatur 20 bis 25°. 

Als nach 8 Tagen die Trockensubstanzbestimmung ge- 
macht wurde, ergab sich 0,55 g gegen 0,325 -+ 1 = 1,325 g ur- 
sprünglich. 

Es scheint, daß ein Teil des Inulins in Lösung ge- 
gangen war. 

Jedenfalls hatte keine Ernährung der Hefe stattgefunden, 
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sonst wäre die Trockensubstanz, die auch beträchtliche Teile 
unveränderten Inulins in sich schloß, höher gewesen. 
Inulin dringt auch kaum in die Hefezellen ein. 


Kontrollversuch (zu 59 bis 64) 65. 
Harn (aufs Fünffache verdünnt) . . 25 cem 
Kein Kohlenhydrat 
Hefe (Brennereipreßhefe aus Karlsruhe) 1 g 
Temperatur 20 bis 25°. 


Hier ergab die Trockensubstanzbestimmung nach 8 Tagen 
0,200 g gegen 0,325 g ursprünglich. 

Also eine Trockensubstanzabnahme um 39,5°/,. 

Die Trockensubstanzabnahme war hier — trotz Mangels 
jeglichen Kohlenhydrates — geringer als z. B. beim Xylose- 
oder Rhamnoseversuch! 

Der Überblick über die eben geschilderte Versuchsreihe 
ergibt, daß keines deı oben aufgeführten Kohlenhydrate unter 
den gebotenen Verhältnissen zur Ernährung der Hefe dient. 

Es ist aber nicht ausgeschlossen, daß sie gegebenenfalles 
doch assimiliert werden. 

Es sei hier erinnert an die Versuche von E. Laurent’) 
über die Ernährung der Bierhefe mit organischen Kohlenstoff- 
quellen. 

Er fand, daß Milchzucker von Bier- und Weinhefen zur 
Ernährung gebraucht werden kann. 

Auch Mamnit lieferte ihm positives Resultat. 

Ich werde nicht verfehlen, dieselbe Frage mit anderen 
Versuchsmethoden nochmals zu prüfen. 

Bezüglich der Pentosen liegen, trotzdem sie für die Gärungs- 
technik von Bedeutung sind, nur wenige Beobachtungen vor. 

Dieselben sind unvergärbar, könnten aber trotzdem zur 
Ernährung dienen. 

In einigen von H. van Laer’), ferner von Groß und 
Beran?) angestellten Versuchen haben sich Pentosen als C-Quelle 
für Hefe ergeben. 





1) Annı. Soc. belge de Microscopie 14, 29, 1890. 
2) Feterated Institut Brewning 11, 1898. 


3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 1895. 
Biochemische Zeitschrift Band 81. 17 
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Hingegen berichtet Beyerinck'), daß die Arabinose von 
Schizosaccharomyces octosporus gar nicht oder nur in geringem 
Maße verarbeitet wird. 

Pentosen sind in den Bierwürzen, ferner in den Maischen 
der Rohfruchtbrennereien enthalten. 

Ich werde auch diese Stoffe erneuter Prüfung bei nächster 
Gelegenheit unterziehen. 

Wirklich entscheidend kann man die Frage der Nährfähig- 
keit einer Substanz prüfen, indem man geeignete Lösungen 
derselben mit verschiedenen Stickstoffquellen bereitet. 

Dazu setzt man eine Spur der Hefe, die auf ihre Er- 
nährungsfähigkeit durch jene geprüft werden soll. 

Findet Wachstum statt, dann hat man positives Resultat. 

Bei allen Versuchen wurde von Zeit zu Zeit die Hefe 
aufgeschüttelt. 

Die Verteilung in der Nährflüssigkeit sollte damit befördert 
werden. 

Rührapparate wären freilich besser. 

Nur bei den Versuchen mit gärfähigen Zuckern sorgt die 
“Gärung selbst dafür, daß die Hefezellen genügend in der Nähr- 
flüssigkeit herumgeführt werden. 


Schlußbemerkungen. 


Zunächst verdient hervorgehoben zu werden, daß mit den 
besten nährenden Kohlenhydraten trotz Darbietung aller 
sonst noch nötigen Nährstoffe (außer C, dieses nur als Kohlen- 
hydrat) unter Umständen keine Trockensubstanzver- 
mehrung eintritt. 

Das ist dann der Fall, wenn zu Nährlösungen mit gär- 
fähigem Zucker als ausschließlicher C-Nahrung größere Hefe- 
mengen gesetzt werden. 

Die vorhin aufgezählten Versuche des Verfassers zeigen 
dies deutlich. 

So oft zu den Nähr- und Gärlösungen 2 g Preßhefe auf 
2 g Zucker genommen wurde, trat keine oder nur eine ziemlich 
geringe Trockensubstanzvermehrung ein. 

Wurde nur 0,02 oder 0,05 oder 0,1 g usw. Preßhefe auf 


1) Centralbl. f. Bakt. 1892. 
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2 g Zucker angewandt, dann vermehrte sich die Trockensub- 
stanz aufs Vielfache. 

Man wird das wohl kaum anders deuten können als so, 
daß man eine vorzeitige Vergärung des Zuckers annimmt. 

In vielen Fällen wurde eine merkliche Abnahme der Trocken- 
substanz wahrgenommen. 

Dabei waren aber alle nötigen Nährstoffe (Harnstoff als 
N-Quelle, Zucker als C-Quelle, Phosphate, Kali, Kalium, Mag- 
nesium) anwesend. 

Die Abnahme ist auf Verbrauch von ursprünglich vorhanden 
gewesenen Reservestoffen wie Glykogen zu deuten. 

Ob wirklich Zucker assimiliert wurde, kann nicht gesagt 
werden. 

Ist dies der Fall gewesen, so ist jedenfalls der Verbrauch 
größer gewesen als die Neubildung. 

Gärung und Assimilation wirken antagonistisch. 

H. Euler faßt nicht einmal die Glykogenbildung aus Zucker 
als Assimilation auf, da das Glykogen jederzeit der Gärung 
anheimfallen kann. 

Der aufgenommene Zucker kann zur Synthese notwendiger 
Zellbestandteile, des Plasmas usw. verwendet, d. h. tatsächlich 
assimiliert werden, und dieser Teil steht wohl zum Gesamt- 
zuwachs der Hefe in konstanter Beziehung. Zweitens wird 
zeitweise der Zucker bzw. das übrige Kohlenstoffmaterial als 
Reservestoff in Form von Glykogen aufgespeichert, und diese 
Aufnahme - braucht natürlich nicht mit der Zellvermehrung 
parallel zu gehen. „Die Aufspeicherung des Glykogens aus Zucker- 
lösungen kann wohl kaum als ‚Assimilation‘ bezeichnet werden.“ 
Dieser Kohlenhydratgehalt der Hefe wechselt ja sehr rasch, und 
das Glykogen kann zu jeder Zeit zur Vergärung mobilisiert 
werden!'). 

Auch Euler berichtet von einem Versuch, bei dem ein 
Rückgang des Trockengewichtes trotz Zuckerernährung der 
Hefe beobachtet wurde: 

5 g Hefe (zirka 30°/, Trockensubstanz) wurden in 500 ccm 
2°/ iger Glucoselösung (= 10 g Zucker) verbraucht. 

„Die Unsicherheit, welche hinsichtlich der Deutung des 
Drehungsrückganges herrscht, ferner die Bildung von Hemi- 


1) H. Euler, Chemie der Hefe, S. 226. 





260 Th. Bokorny: 


zellulosen usw. verhindern eine Berechnung des assimilierten 
Zuckers. Das Trockengewicht der Hefe hat in obigem Versuch 
während der Gärung abgenommen, trotz der recht bedeutenden 
Zunahme der Zellenzahl. Zum großen Teil ist dies wohl auf 
Kosten der Abnahme des Glykogengehaltes zu setzen.“ 

Man ersieht aus dem Versuch, welch großer Prozentsatz 
des Zuckers vergoren wurde. 


























Stun-[Zellen-| Trockenge- | Drehungsrück- |g Zucker verwan-| g Glykogen 
den | zahl | wichtd.Hefe| gang in °/, | delt in Alkohol | im der Hefe 
| 
0 | 30,6 1,5856 | 0 | 0, | 0,3665 
2 | 28,5 1,7396 | 51,10 | 3,42 0,3104 
4 | 403 | 1,8652 | 90,60 | 6,94 0,3031 
23 | 44,3 1,4806 | 100,00 | 8,27 0,1496 





Der vergorene Zucker macht 82,7°/, des zuerst vorhan- 
denen aus. V 

Auch hier hat der starke Hefezusatz gewirkt wie bei einem 
Teil meiner Versuche. Die Hefe betrug bei Euler 5 g PreB- 
hefe auf 10 g Zucker. 

Was sonstige Publikationen über den Einfluß der Aus- 
saatmenge auf die Größe der Ernte anlangt, so hat dar- 
über Thausing!) die ersten zuverlässigen Ermittlungen gemacht. 

Er hat in 4 österreichischen Brauereien (A bis D) gleich- 
artige Parallelversuche anstellen lassen, wobei die Würze pro 
Hektoliter mit 0,33, 0,5 und 0,66 Liter dickbreiiger untergäriger 
Hefe angestellt wurde. 

Die gewonnenen Befunde sind zu nachstehender Tabelle 
rechnerisch verarbeitet worden. 

Sie gibt für jede der 4 Brauereien zunächst an, auf welche 
absolute Erntemenge sich die entsprechende Aussaat ver- 
mehrt hat. 

Die Differenz dieser beiden Zahlen (Ernte minus Aussaat) 
gibt den eingetretenen Zuwachs an. 








Pro. hl Würze [Daraus erzielte Ernte (l) dick-| Zuwachs (1) dickbreiiger 

















ausgesäte dick- * breiiger Hefe í 1 f Hefe 
breiige Hefe A | B | c | 

0,33 1,63 | 1,99 | 1,74 | 1 

0,50 161 | 1,95 | 1,95 | 1 

0,66 1,66 | 1,83 | 1,79 | ı 





1) Nach Lafar, Techn. Mykologie, S. 120. 


Trockensubstanzvermehr. d. Hefe u. Anw. v. Harn als N-Nahrung. 261 


Man ersieht aus der Tabelle, daB eine Steigerung der Aus- 
saatmenge durchaus nicht immer eine Vergrößerung der Ernte 
zur Folge hatte. 

Der Zuwachs zeigte ein merkliches Sinken mit der höhe- 
ren Aussaatmenge. 

Es ist von den angegebenen Aussaatmengen 0,331 dick- 
breiige Hefe die günstigste Aussaatmenge pro hl Würze gewesen. 

Dickbreiige Hefe mag vielleicht doppelt soviel Wasser ent- 
halten als Preßhefe: Nehmen wir an, daß 2 g Dickbreihefe 
1 g Preßhefe gleich ist, dann wenden die Bierbrauer auf 1 hl 
Würze 0,25 1 Preßhefe an (die mittlere Hefemenge von obigen 
Versuchen Thausings angenommen); somit auf zirka 32 Kilo 
Zucker 1 Kilo Preßhefe. 

Das entspricht ungefähr meinem (in verschiedenen der oben 
beschriebenen Versuche eingehaltenen) Satz 2 g Zucker auf 0,05 g 
Preßhefe. 

Auch ich habe bei diesem Ansatze immer eine sehr beträcht- 
liche Vermehrung der Hefetrockensubstanz (und damit der Hefe) 
zu verzeichnen gehabt. 

In der Praxis der untergärigen Brauerei gibt man pro 
Hektoliter Anstellwürze meist 0,5 1 dickbreiige Hefe, also 50 1 
pro 100 hl und sagt in solchem Falle, allerdings unrichtig, aber 
allgemein: man arbeite mit 50°/,iger Hefengabe. Jenes halbe 
Liter Anstellhefe wächst dann ungefähr zu 41 Satzhefe heran. 
Das Depot, als welches sich diese am Grunde der Gärbottiche 
vorfindet, ist aus drei Schichten aufgebaut: zu unterst die 
Bodenhefe, dann die. Kernhefe und zu oberst der Oberzeug. 
Nur der mittlere Anteil wird für die Zwecke der Bierbrauerei 
weiterverwendet und sorgfältig abgetrennt. Man erhält aus 
0,51 Anstellhefe ungefähr 1 1 Samenhefe, d. i. die doppelte Menge, 
wovon die Hälfte für die Anstellung eines folgenden Gebräues 
Anwendung findet +). 

Wir müssen aber auch die Bodenhefe und den Oberzeug 
mitrechnen, da sie ebenfalls aus Hefe, wenn auch weniger reiner, 
bestehen. Somit kann man sagen, daß sich die Hefe beim 
Brauprozeß auf das Fünffache und mehr vermehrt. 

An dieser großen Vermehrung ist sicherlich zum erheblichen 
Teil das Verhältnis der Aussaat zu der Nährstoffmenge schuld. 


1) Lafar a. a. O. 
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Verschiedene Forscher sind schon zu diesem Schluß ge- 
gekommen (Reinke, Brown, Reichard usw.). 

Es ist das zweifellos eine für die Hefekultur äußerst 
wichtige Sache, die oft nicht gebührend berücksichtigt wurde. 

Man kann, wenn man dies nicht beachtet, zu der Meinung 
kommen, daß die besten Nährstoffe, wie Traubenzucker, nicht 
trockensubstanzvermehrend wirken. 

Verfasser hat früher immer, wenn es sich um die Frage 
der Nährfähigkeit einer Substanz gegen Hefe handelte, nur 
Spuren Hefe zugesetzt. Das Auftreten oder Nichtauftreten 
einer Hefetrübung ist dann entscheidend gewesen. 

Die bei den obigen Versuchen angewendete Temperatur 
betrug teils 20 bis 25°, teils 12 oder auch 15°. 

Die Anwendung der Temperatur 20 bis 25° bringt den 
Vorteil, daß die Versuche rascher zum Abschluß gelangen, birgt 
aber die Gefahr des Verderbens in sich. 

Auch vergärt der Zucker rascher. 

Bei niederer Temperatur findet freilich auch eine lang- 
samere Ernährung der Hefezellen statt. 

Trotzdem kann man beobachten, daß die Ernährungsver- 
suche ein besseres Resultat (stärkere Trockensubstanzvermehrung) 
ergeben. 

Reizstoffe tun eine ersichtliche Wirkung. 

Doch soll diese Frage vom Verfasser noch weiter geprüft 
werden. 

Es ist auch die Zahl der Reizmittel, die in diesen Ver- 
suchsreihen geprüft wurden, noch eine geringe. 

Von den verschiedenen angewandten Zuckerarten verdient 
der Rohrzucker den Vorzug. Er bringt die besten Trocken- 
gewichte ein. 

Was die Stickstoffquelle anlangt, so hat sich der Harn 
durchaus bewährt. 

Es erschien dabei ganz überflüssig, noch besondere Nähr- 
salzzugaben zu machen. Offenbar genügen die im Harn, sogar 
im fünffach verdünnten Harn, enthaltenen Phosphate usw. 
vollständig. 


Eine Methode zur quantitativen Bestimmung 
freier und gebundener Galaktose. 


Von 
A. W. van der Haar, Utrecht. 


(Eingegangen am 21. Februar 1917.) 
Mit 1 Figur im Text. 


Sowohl bei der Untersuchung auf Galaktose neben anderen 
Monosacchariden oder neben nicht-galaktoseabspaltenden Di- 
oder Polysacchariden, sowie bei der strukturchemischen Unter- 
suchung von Glucosiden und anderen Körpern, welche Galaktose 
in molekularer Bindung enthalten, ist es wünschenswert, ihre 
Menge für den Aufbau der Spaltungsgleichung zu kennen, sei 
es, daß die Galaktose als einziges Monosaccharid oder neben 
anderen bei Inversion abgespalten wird. 

Wenn nur Galaktose vorkommt, leisten die bekannten Be- 
stimmungsmethoden mittels Fehlingscher Lösung, besonders 
die Lehmann-Schoorlsche mit den Schoorlschen Tabellen!) 
ausgezeichnete Dienste. 

Kommen neben Galaktose andere Monosaccharide vor, oder 
werden sie neben Galaktose aus Glucosiden und dergleichen 
Substanzen abgespalten, wie es besonders bei phytochemischen 
Untersuchungen so oft vorkommt, dann lassen die Methoden 
uns im Stiche, namentlich wenn die Menge der begleitenden 
Monosaccharide jedes für sich unbekannt ist. Es ist zur Ge- 
wohnheit geworden, das Monosaccharidgemisch als Glucose zu 
bestimmen. Diese Annäherungszahl bringt uns jedoch nicht 
weiter zur Lösung der Frage, wieviel die Menge jedes ein- 
zelnen Monosaccharids beträgt. Weiter unten wird gezeigt, 


1) N. Schoorl, Over de titratie van suikers door middel van Feh- 
lings proefvocht. Nederlandsch Tijdschrift voor Pharm., Chemie en 
Toxicologie 11, 209, 1899 und Chemisch Weekblad 12, 481, 1915. 
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wie ich die Frage zu lósen versuchte, eine für jeden Fall 
brauchbare Methode für die Galaktose auszuarbeiten. 

Hierzu können wir die Eigenschaft der Galaktose benutzen, 
bei Oxydation mittels Salpetersäure die schwer lösliche Schleim- 
säure zu ergeben, eine Eigenschaft, die unter obengenannten 
Bedingungen nur der Galaktose zukommt. Scheele!) erhielt 
die Schleimsäure durch Oxydation von Milchzucker mittels 
Salpetersäure. Nachdem Dubrunfaut?) dartat, daß neben 
Glucose ein anderes Saccharid aus Milchzucker abgespalten 
wird, das mit HNO, Schleimsäure gibt, wies kurze Zeit darauf 
Pasteur?) nach, daß dieser Zucker Galaktose sei (Pasteurs 
Lactose aus Pasteurs Milchzucker = Lactine). 

Kent und Tollens*) haben diese Reaktion für quanti- 
tative Zwecke benutzt, um aus der größtmöglich zu erhaltenden 
Menge Schleimsäurekrystalle auf die Menge Galaktose zu 
schließen. 

Creydt°’) hat speziell für die Raffinosebestimmung diese 
Methode weiter ausgearbeitet und mit empirischen Tabellen 
und einer Kurve versehen, um hieraus den Galaktosegehalt 
abzulesen. 

Die Art und Weise der Methode gestattet es nicht, unter 
Benutzung der Creydtschen Tabellen, sie für andere Fälle ohne 
weiteres anzuwenden. Eigentlich sollte für jeden Fall eine 
empirische Tabelle angefertigt werden. Weil dies nicht tun- 
lich ist, habe ich versucht, diese Frage zu lösen, indem ich 
zwei Kurven zusammenstellte, eine für Galaktose und eine für 
Galaktose neben Saccharose, und zwar derart, daß experi- 
mentell festgestellt wurde, wieviel Schleimsäure aus Mengen 
Galaktose von 0—1000 mg mit Intervallen von 50 und 100 mg 
entsteht, und wieviel aus denselben Mengen Galaktose, jedes- 


1) Scheele, De acido sacchari lactis in Opuscula chem. et 
physica 2, 111, 1789. 

° Dubrunfaut, Note sur le sucre de lait. Comptes rendus d. 
sciences de l’Acad. de Paris 42, 228, 1856. 

3) Pasteur. Note sur le sucre de lait. Comptes rendus etc. 42, 
347, 1856. 

*) Kent und Tollens. Untersuchungen über Milchzucker und 
Galaktose. Dissertation Kents, Göttingen 1884. 

5) Creydt, Die quantitative Bestimmung der Raffinose. Disser- 
tation Erlangen 1888. 
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mal mit Saccharose auf 1000 mg gebracht. Ich habe hier- 
für die Creydtsche Arbeitsweise prinzipiell benutzt, jedoch 
einige Änderungen angebracht. Nachdem beide Kurven von 
mir zusammengestellt waren, habe ich die Methode weiter für 
Galaktoside (Glucoside, Galaktosane usw.) ausgearbeitet. Dies 
habe ich in der Weise eingerichtet, daß mit beiden Kurven auf alle 
Fälle gearbeitet werden kann, bei praktisch genügend genauen 
Ergebnissen. Hier ist also die Schwierigkeit, für jeden einzel- 
nen Fall eine Kurve zusammenstellen zu müssen, die genü- 
gende Genauigkeit besitzt, beseitigt. 

Die Notwendigkeit, empirische Tabellen zu benutzen, liegt 
in der Bestimmungsweise selbst; die Schleimsäure entsteht 
in Prozenten nicht in gleicher Menge bei der Oxydation ver- 
schiedener Galaktosemengen; überdies ist die Schleimsäure gar 
nicht unlöslich in Wasser, indem Löslichkeit und Krystalli- 
sationsvermögen wieder von möglicherweise anwesenden Sub- 
stanzen, deren Art und Menge in den meisten Fällen unbe- 
kannt sein werden, abhängig sind. 

Weil es nicht gelungen ist, eine exaktere Methode auszu- 
arbeiten, die gestattet, die Schleimsäure u. m. von der mitge- 
bildeten Oxalsäure in anderer Weise wie mittels Auskrystalli- 
sierung der schwerlöslichen Schleimsäure zu trennen, habe ich 
die Kent-Tollens-Creydtsche Methode prinzipiell benutzt 
und die Methode in einigen Punkten abgeändert (siehe auch 
die Beschreibung der Methode für die Bestimmung in Gluco- 
siden usw. weiter unten). 

Für die Bestimmungen wurde Kahlbaumsche Galaktose 
benutzt, die noch durch Gärung mit Preßhefe von Spuren 
Glucose befreit wurde; sie wurde schließlich aus Alkohol um- 


kristallisiert. 


Beschreibung der Methode und Bestimmung freier Galaktose. 


Mengen der Galaktose von 0, 50, 100, 150 usw.... mg 
(für die zweite Kurve dieselben Mengen, mit Saccharose auf 
1000 mg gebracht) werden in Bechergläsern (12 cm hoch, + 
60 mm Bodendurchmesser) mit 60 ccm Salpetersäure (spez. 
Gew. 1,15 bei 15°) in einem siedenden Wasserbade, wieder- 
holt umschwenkend, in schräger Stellung erwärmt, bis das 
Gewicht des Inhaltes der Bechergläser etwas unter 20 g 

18* 


Schleimsäure 
ur 


me 
£ 
s 
° 


igram 


Anzahl Milli 
< 


266 A. W. van der Haar: 


(19,8 — +20) beträgt; jetzt wird abgekühlt. Nach Auf- 
füllung mit Wasser auf 20 g und Hinzufügung von 500 mg 
reiner, trockener Schleimsäure wird, genügend abgedeckt, 
während 48 Stunden beiseite gestellt (Temperatur möglichst 
15°), während welcher Zeit mehrmals vorsichtig umgeschüttelt 
wird (die letzten Stunden soll die Temperatur genau 159 sein). 
Nach dieser Frist wird die Schleimsäure in einem mit Asbest 
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Fig. 1. 


versehenen Goochschen Tiegel, der nebst Inhalt mit Sal- 
petersäure, dann mit Wasser gewaschen, schließlich getrocknet 
und geglüht und nach Abkühlung in einem Exsiccator gewogen 
worden ist, unter schwachem Saugen mit der Wasserstrahlluft- 
pumpe gesammelt. In der bei quantitativer Bestimmung üblichen 
Weise wird mit viermal 5 cem bei 15° gesättigter wäs- 
seriger Schleimsäurelösung alle Schleimsäure auf dem Asbest- 
filter gesammelt und abgewaschen. Schließlich wird mit 5 ccm 
Wasser gewaschen, Tiegel mit Inhalt in einem Wassertrocken- 
schrank bis zum konstanten Gewichte getrocknet und wieder 


Quantitative Bestimmung freier und gebundener Galaktose. 267 


nach Abkühlung in einem Exsiccator gewogen. Nach Abzug 
des Gewichts des Tiegels 4 Asbest + 500 mg Schleimsäure 
wird das Gewicht der gebildeten Schleimsäure gefunden. 

Nachdem die Mengen Galaktose auf die Abszissenachse 
aufgeführt waren, wurden die gefundenen Mengen Schleimsäure 
auf die senkrechten Linien aufgezeichnet; die erhaltenen Punkte 
wurden durch eine Linie verbunden. Umgekehrt kann man 
also eine gefundene Menge Schleimsäure auf der Ordinatenachse 
aufsuchen und die damit übereinstimmende Menge Galaktose 
auf der Abszissenachee ablesen. Aus den erhaltenen Daten 
sind die Tabellen für Intervalle von 10 mg berechnet. 


I Tabelle für Galaktose. 


mg mg mg mg mg mg mg | mg 
Schleim- | Galak- |Schleim-| Galak- |Schleim- | Galak- |Schleim-| Galak- 
säure tose säure tose säure tose säure tose 


























Nähere Betrachtung der Methoden und der Kurven. 


1. Kent, Tollens und Creydt (l. e.) gehen von 5 g Sub- 
stanz aus. Bei phytochemischer Untersuchung jedoch wird 
man nur selten in der Lage sein. soviel Substanz für die Be- 
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stimmung opfern zu können. Deshalb arbeitete ich meine Kur- 
ven und Tabellen nicht weiter wie bis 1 g Galaktose aus, so 
daß man bei Glucosiden oder anderen Galaktosiden von höch- 
stens 1 g Substanz ausgehen muß, indem !/, bis 1/, g ebenso ge- 
nügen. Jedesmal werden Duplo-Bestimmungen gemacht. 


II. Tabelle für Galaktose, 
mit Saccharose auf 1000 mg gebracht. 








mg | 


mg mg mg mg mg mg g mg 
Schleim- | Galak- |Schleim- | Galak- |Schleim-| Galak- |Schleim-| Galak- 
säure tose säure tose säure tose säure | tose 



































2. Creydt (l. c.) gibt in seiner Dissertation an, man möge 
in einem Becherglase von 23 cm Bodendurchmesser oxydieren. 
Dies muß auf einem Irrtum beruhen. Damit bei der Oxydierung 
kleine Flüssigkeitströpfchen aufspritzen, ist das von mir vorge- 
schriebene Becherglas womöglich von noch etwas höherer Form 
notwendig und zwar in schiefer Lage. Die Oxydierung soll 
stets in derselben Zeitdauer beendet sein; dies ist mit genü- 
gender Genauigkeit zu erreichen, wenn das Wasserbad von An- 
fang an siedet. 
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3. Es braucht nicht näher darauf hingewiesen zu werden, 
daß bei Benutzung der Tabellen in keinem Teile von der an- 
gegebenen Arbeitsweise abgewichen werden darf, damit kein 
Einfluß auf das Endergebnis ausgeübt wird. Dies zu beurtei- 
len, überlasse ich dem Untersucher. 

4. Creydt (I. e.) läßt die salpetersäurehaltende Flüssigkeit 
auf ein Drittel des Volums eindampfen. In bezug auf die Un- 
genauigkeit, mit der ein Drittel Volum in einem Becher- 
glase geschätzt werden kann, bin ich hiervon abgewichen, in- 
dem ich bis etwas unter 20 g eindampfte (19,8 — + 20) und 
nach Abkühlung wieder mit Wasser zu 20 g auffüllte. Dies 
ist ein wichtiger Faktor. 

5. Die Hinzufügung von 500 mg trockener reiner Schleim- 
säure stammt von Creydt her (l.c.), und ich habe sie als 
sehr zweckmäßig übernommen. Die Krystallisation wird da- 
durch sehr gefördert. 

6. Das Papierfilter Creydts (l.c.) erachte ich aus ver- 
schiedenen Gründen weniger geeignet und habe es deswegen 
durch einen Goochschen Tiegel (32 mm Öffnungsdurchmesser) 
wie oben mit Asbest versehen und weiter behandelt, ersetzt, 
wodurch zu gleicher Zeit mit der Wasserstrahlpumpe leise ge- 
saugt werden kann. 

Creydt (l. c.) wäscht die Schleimsäure nur mit 2 >< 5 ccm 
Wasser aus, was ich als ungenügend erachte. Ich habe deshalb 
die Menge Waschflüssigkeit vermehrt, und um Verlust durch 
Auflösung zu vermeiden, 4><5 ccm bei 15° gesättigte Schleim- 
säurelösung genommen, mit der zu gleicher Zeit alle Schleim- 
säure auf den Asbest gebracht werden kann; schließlich wird 
noch einmal mit 5 ccm Wasser (ebenso wie die Schleimsäure- 
lösung auf 15°) gewaschen. 

Diese Arbeitsweise ist nicht nur genauer, sondern zugleich 
zeitersparend; nach Ablauf der Bestimmung kann nämlich die 
Schleimsäure mittels Lauge und heißem Wasser entfernt wer- 
den, wodurch der Tiegel nach Trocknung und Wägung wieder 
für die nächste Bestimmung benutzt werden kann. 

7. Wenn die Methode richtig befolgt wird, gibt sie ge- 
nügend genaue Ergebnisse; Doppelbestimmungen können um 
einige Milligramme differieren. 

8. Für das Übrige sei auf die Methode selbst verwiesen. 
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9. Wenn wir die beiden Kurven näher betrachten, so er- 
sehen wir, daß sie sich außer bei 1000 mg Galaktose noch 
in einem anderen Punkte schneiden, und zwar bei 150 mg 
Galaktose, dadurch verursacht, daß bei Mengen von 0 bis 150 mg 
Galaktose weniger Schleimsäure erhalten wird, wie bei 0 bis 150 mg 
Galaktose, wenn mit Saccharose bis zu 1000 mg aufgefüllt. 
Weiter ersehen wir, daß von 150 mg Galaktose an gerade das 
Umgekehrte stattfindet, bis die beiden Kurven sich natürlich 
bei 1000 mg Galaktose wieder begegnen. 

Für diese Erscheinung habe ich mir folgende Erklärung 
gedacht: 

„Offenbar herrschen hier, bedingt durch die Hinzufügung 
der Saccharose, zwei einander entgegengesetzte Einflüsse. Die 
Substanzen, die bei der Oxydierung aus Saccharose gebildet 
werden, häufen sich, insofern sie nicht flüchtig sind, in der 
Schleimsäuremutterlauge auf. Auf der einen Seite werden sie 
die Löslichkeit der Schleimsäure verringern, also die Ausbeute 
an Schleimsäure erhöhen, auf der anderen Seite werden sie 
die Schleimsäure am Krystallisieren hindern, also die Ausbeute 
zu erniedrigen suchen. Bis zu 150 mg Galaktose, also mit 
viel Saccharose, überwog die Löslichkeitsverringerung. Bei 
150 mg Galaktose halten sich beide Einflüsse im Gleich- 
gewichte, und über 150 mg Galaktose, also mit stets geringer 
werdenden Mengen Saccharose, überwiegt die Krystallisationsver- 
ringerung der Schleimsäure.“ 

Bei O mg Galaktose und bei 0 mg Galaktose + 1000 mg 
Saccharose werden ungefähr dieselbe und zwar negative Daten 
erhalten, der schwachen Löslichkeit der Schleimsäure zufolge. 
In beiden Fällen ist — 4 mg gefunden; diese Übereinstimmung 
ist mehr zufällig. 

Für Tabelle II wird auch wohl —2 oder — 3 mg ge- 
funden. 

10. Was den Verlauf der Kurven anbetrifft, bin ich dem 
Beispiel Creydts (l.c.), kleine Unregelmäßigkeiten zu besei- 
tigen, nicht gefolgt, weil hierdurch meines Erachtens nach die 
Arbeitsfehler nicht richtig demonstriert werden. Es ist nicht 
tunlich, bei Stufen von 50 zu 50 mg eine Fortsetzung der 
Kurve in genau demselben Sinne, d. h. eine vollkommene Pa- 
rabel, zu erhalten. Sie zeigen oft eine plötzliche kleine Rich- 
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tungsänderung. Das findet auch seinen Ausdruck in den Ta- 
bellen, wo aufeinanderfolgende Unterschiede zwischen zwei Stufen 
von 7 oder 8 oder 9 mg aufgefunden werden (im Anfang 
bis zu 50 mg Galaktose etwas weniger). 

Es kommt hauptsächlich hier auf ihre praktische Brauch- 
barkeit an. Zwecks Prüfung in dieser Richtung wurde ver- 
sucht, die Menge Galaktose, die aus Milchzucker abgespalten 
wird, zu bestimmen. Weil neben Galaktose auch d-Glucose 
abgespalten wird, ist also die 2. Kurve (mit Saccharose) anzu- 
wenden. 

500 mg reiner Milchzucker, also mit 500 mg Saccharose 
auf 1000 mg gebracht, geben in 3 Bestimmungen resp.: 172,5, 
166,5 und 170 mg Schleimsäure, es wurde also gefunden: 259,4, 
251,9 und 256,2 mg Galaktose; theoretisch wird 250 mg be- 
rechnet. 

625 mg Milchzucker, also mit Saccharose auf 1000 mg auf- 
gefüllt, gab in 3 Bestimmungen: 220, 212 und 218,5 mg Schleim- 
säure, übereinstimmend mit 321,4, 310 und 319,3 mg Galaktose 
aus der Tabelle II; theoretisch wird 312,5 mg Galaktose er- 
wartet. 

Ein unbedeutender Fehler wird gemacht, indem z. B. bei 
den 500 mg Milchzucker, also 250 mg d-Galaktose und 250 mg 
d-Glucose liefernd, mit 500 mg Saccharose, d.i. 250 mg d-Glu- 
cose und 250 mg d-Fructose liefernd, also mit der Summe von 
250 mg Galaktose, 500 mg d-Glucose und 250 mg d-Fructose, 
gearbeitet wird; und in der Tabelle II mit der Summe von 
250 mg d-Galaktose, 375 mg d-Glucose und 375 mg d-Fructose 
(die beiden letzteren aus 750 mg Saccharose). Die beiden Ver- 
suche unterscheiden sich also hierdurch, daß in dem ersten Ver- 
such im Vergleich zum zweiten Versuche 125 mg d-Glucose statt 
125 mg d-Fructose vorkommt. Das ist ein überaus unwichtiger, 
aber unvermeidlicher Unterschied. 

Diese Methode, Galaktose neben allen Monosacchariden oder 
nicht-Galaktose abspaltenden Polysacchariden zu bestimmen, 
ist also praktisch von genügender Genauigkeit. 

11. Die bei den Kurven angegebenen Zahlen sind die ex- 
perimentell bestimmten. 
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Bestimmung der gebundenen Galaktose. 


Mit einer kleinen Vorbereitung der zu oxydierenden Flüs- 
sigkeit ist die Methode auch gut anwendbar zur Bestimmung 
der Menge Galaktose aus Glucosiden, Galaktosanen usw., die 
bei Inversion aus diesen erhalten werden. 

Wird d-Galaktose als einziges Monosaccharid abgespalten, 
so wird Tabelle I benutzt. In Fällen, in denen noch andere 
Monosaccharide abgespalten werden, ist die Tabelle II zu 
benutzen. 


Z.B.: Von einer bestimmten Menge Glucosid ausgehend, 
wird unter Abzug des Nicht-Saccharidrests des Glucosidmole- 
kels (welche Menge dieser Reste bekannt sein oder bestimmt 
werden muß), wieder mit Saccharose auf 1000 mg aufgefüllt. 

Obschon bis jetzt kein einziges krystallinisches Glucosid 
als einfache Substanz, das Galaktose enthält, bekannt ist, habe 
ich durch mehrere Versuche mit dem Glucosidgemisch, unter 
dem Namen „Digitonin“ bekannt, die Methode für alle Galak- 
toside ausgearbeitet; sie ist folgende: 


„1 oder !/, oder !/, g wasserfreies oder wasserfrei gedachtes 
Glucosid oder anderes Galaktosid wird mit + 25 cem 2—5°|, 
Schwefelsäure invertiert. Setzt sich, wie dies z. B. bei Saponinen 
der Fall ist, ein unlösliches oder schwerlösliches Spaltungspro- 
dukt ab, so kann dieses zu gleicher Zeit in bekannter Weise, 
nach 24 Stunden Stehens, durch Filtration, Auswaschung mit 
Wasser, Trocknung und Wägung bestimmt werden. Filtrat 
nebst Waschwasser werden, unter Neutralisierung der Säure 
mittels Natronlauge, ganz schwach sauer weitgehend einge- 
dampft. Nach genügender Einengung wird nach Abkühlung 
mit verdünnter Natronlauge sehr schwach alkalisch gemacht. 
Danach wird sofort, wenn nötig, nach Filtrierung und Aus- 
waschung, auf 30 ccm Flüssigkeit gebracht und unter Hinzu- 
fügung von 30 cem Salpetersäure 50°/,, und in dem Falle, in 
dem neben Galaktose noch andere Monosen abgespalten werden, 
soviel Saccharose, wie der inzwischen bestimmte Nicht-Zucker- 
rest (z. B. das Sapogenin) beträgt (also für den Fall, in dem 
von 1 g Glucosid ausgegangen ist), in einem schräg stehenden 
Becherglase (hoch + 12 em, Bodendurchmesser +60 mm) in 
einem siedenden Wasserbade, unter öfterem Umschütteln, ein- 
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gedampft, bis der Inhalt des Becherglases bis zu einem Ge- 
wichte von etwas unter 20 g (19,8—-+ 20) eingeengt ist; jetzt 
wird abgekühlt. Nach Auffüllung mit Wasser auf 20 g und 
Hinzufügung von 500 mg reiner trockner Schleimsäure wird 
die Lösung bedeckt, während 48 Stunden bei +15° bei- 
seite gestellt, während welcher Zeit öfters umgeschüttelt wird 
(die letzten Stunden t= 15°). Nach 48 Stunden wird die 
Schleimsäure in dem oben angedeuteten, vorbereiteten Gooch- 
Tiegel gesammelt und weiter, wie oben angegeben, behandelt. 

Aus der Tabelle II wird die mit der gefundenen Menge 
Schleimsäure übereinstimmende Menge d-Galaktose aufgefunden 
oder berechnet.“ 

NB. Wenn nicht von 1g Glucosid, sondern von !/, g 
ausgegangen wird, so muß außer der Menge Saccharose, dem 
Gewichte des Nicht-Saccharidrestes gleich, noch 750 mg Sac- 
charose der Oxydierungsflüssigkeit zugegeben werden, damit 
die Totalsumme von 1000 mg Saccharid wieder erreicht wird. 
Falls von !/, g Glucosid ausgegangen wird, beträgt dies 500 mg 
Saccharose, außer dem Gewicht des Nicht-Saccharidrestes. Falls 
es zweckmäßig erachtet werden möchte, irgendwo eine kleine 
Änderung anzubringen, z. B. mehr Inversionsflüssigkeit oder 
alkoholische Säure, so ist das mit der nötigen Überlegung leicht 
anzubringen. Das ist nicht im voraus für jeden einzelnen Fall 
anzugeben. Das muß dem Untersucher überlassen bleiben, der 
in jedem Falle sich richtig davon zu überzeugen hat, daß die 
angebrachte Änderung gar keinen Einfluß auf das Endergebnis 
ausüben kann. Jede andere Änderung würde den Wert der 
Tabellen und Kurven mehr oder weniger beeinträchtigen. Es 
kommt vor, daß der Nicht-Saccharidrest des Galaktosidmolekels 
in Wasser löslich ist (im Gegensatz zu Saponinen); für ihre 
Bestimmung kann man sie aus der saccharidhaltigen Flüssig- 
keit mit geeigneten Lösungsmitteln ausschütteln. Diese Be- 
stimmung bleibe übrigens dem Untersucher überlassen, weil 
sie sich in jedem einzelnen Fall nach hierfür bedingten Um- 
ständen zu richten hat. 


Utrecht (Niederlande), Februar 1917. 


Zur Kenntnis des wirksamen Prinzips der Hypophyse. 
Eine Erwiderung. 
Von 
M. Guggenheim. 


(Eingegangen am 23. Februar 1917.) 


Besondere Umstände!) haben es bedingt, daß mir eine Veröffent- 
lichung Fühners?), die bereits vor einiger Zeit erschienen ist, erst kürz- 
lich bekannt wurde. Fühner kritisiert darin meine?) Arbeit über das 
wirksame Prinzip der Hypophyse in einer so eigenartigen Weise, daß 
ich mich genötigt sehe, durch eine kurze Erwiderung die mir entstellt 
erscheinenden Tatsachen ins richtige Licht zu setzen. 

Wenn man die Kritik Fühners vom ironischen Beiwerk entkleidet, 
so bleibt vielleicht noch folgendes Urteil übrig: Guggenheim kritisiert 
verschiedene Methoden zur Isolierung des wirksamen Prinzips der Hypo- 
physe, trotzdem er selbst kein derartiges Verfahren ausgearbeitet hat. 
Er betont, daß eine einzige spezifisch wirksame Substanz im Hypophysen- 
extrakt vorkommt, obschon er früher gegenteiliger Meinung war. Einen 
pharmakologischen Vergleich des Hypophysenextraktes mit Pilocarpin 
und Acetylcholin benützt er zu falschen Schlüssen über die chemische 
Konstitution des Hypophysenprinzips. Das einzige Positive ist die Fest- 
stellung der Alkaliempfindlichkeit des Hypophysenprinzips.. Doch dies 
ist die Entdeckung Fühners. 

Ich habe das Ergebnis meiner Versuche in den Schlußfolgerungen 
der so herb beurteilten Arbeit klar zusammengefaßt und will nun im 


1) Infolge einer zu Anfang verg. Jahres durch einen Laboratoriums- 
unfall erlittenen schweren Augenverletzung ist mir eine selbsttätige Lek- 
türe verunmöglicht worden, was mir das Studium der Fachzeitschriften 
naturgemäß sehr erschwert und verzögert. Diese Bemerkung mag auch 
die von Fühner gerügte Tatsache erklären, daß ich seit Juli 1914 zu 
der Frage des Hypophysenprinzips nichts Weiteres publiziert habe, so- 
weit dies durch die außergewöhnlichen Zeitverhältnisse nicht ohne wei- 
teres verständlich erscheint. 

2) Fühner, Pharmakologische Untersuchungen über die Wirkung 
des Hypophysins, diese Zeitschr. 76, 232, 1916. 
3) Guggenheim, diese Zeitschr. 65, 189, 1914. 
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folgenden dartun, daß meine Feststellungen trotz Fühner zu Recht 
bestehen, und daß dessen abfällige Bemerkungen nicht am Platze waren. 

Es ist zunächst völlig unrichtig, wenn Fühner den Eindruck er- 
weckt, als hätte ich behauptet, nach einem eigenen Verfahren die spe- 
zifisch wirksame Substanz des Hypophysenextraktes isoliert zu haben. 
Ich halte mich aber trotzdem für berechtigt, auf Grund meiner Er- 
fahrungen auf diesem Arbeitsgebiet das Verfahren anderer zu besprechen. 
Fühner tut dies ja auch, obschon er m. W. auch keine eigene Methode 
ausgearbeitet hat und sich chemisch vorzugsweise auf die Erfahrungen 
der Laboratorien der Höchster Farbwerke stützt. Tatsächlich vermag 
die Dialektik Fühners meine Einwände durchaus nicht zu entkräf- 
ten. Denn wenn ich behaupte, bei der Dialyse, wie sie das Patent 
von Höchst vorschreibt, entstünden sekundäre Abbauprodukte bezw. 
könnten solche entstehen, so bedeutet es keine Widerlegung, wenn 
Fühner erwidert, in den Laboratorien von Höchst werde in Wirklich- 
keit nach einem anderen Enteiweißungsverfahren gearbeitet. Ich muß 
mich doch an das halten, was publiziert ist. Das gleiche gilt auch von 
meiner Bemerkung über die Gefahr einer Schädigung des aktiven Prinzips 
bei der Zersetzung des Phosphorwolframsäureniederschlages mit Baryt. 
Fühner betont, daß man das in Höchst wohl wisse und darauf Rück- 
sicht nehme. Ich weiß, so gut wie Herr Fühner, daß es in den 
Höchster Laboratorien sehr tüchtige Chemiker gibt, aber die Weisheit, 
die sie für sich behalten, nützt vielleicht dem Hypophysin, das Fühner 
so angelegentlich verteidigt und das ich mit keinem Worte angegriffen habe, 
aber nicht der Aufklärung der chemischen Konstitution des Hypophysen- 


Prinzips. 
Was nun die Alkaliempfindlichkeit des Hypophysenprinzips 
anbetrifft — auf das von mir beobachtete Adsorptionsvermögen nimmt 


er keine Rücksicht — so behauptet Fühner, er hätte zuerst darauf 
hingewiesen. Dies habe ich in meiner Arbeit!) auch ausdrücklich er- 
wähnt, wo ich schrieb: „Schon in der Fühnersohen Publikation findet 
sich im chemischen Teil eine gewisse Alkaliunbeständigkeit der Hypo- 
physensubstanz erwähnt, in dem bemerkt ist, daß die wirksamen Be- 
standteile auf Zusatz von Natronlauge ein flüchtiges Amin entweichen 
lassen.“ 

Da sich Fühner hierdurch nicht genügend berücksichtigt fühlt, 
seien nachstehend seine Äußerungen über die Alkaliempfindlichkeit 
wörtlich angeführt; er schreibt über das Hypophysin*): „Mit Natronlauge 
in Berührung gebracht, scheidet sich in der Kälte eine flüchtige Amin- 
base ab.“ Ebenda heißt es von der Substanz F. 61: „bringt man den 
isolierten Körper mit Alkalien in Berührung, so spaltet sich momentan 
eine flüchtige Base ab“. Ob aber mit diesen Vorgängen eine Inaktivie- 
rung der Präparate verbunden ist, wird nicht angegeben, ebensowenig 
die Konzentration des verwendeten Alkalis. Nur in seiner Erwiderung 


1) Diese Zeitschr. 65, 196, Zeile 2 von unten. 
?) Zeitschr. f. d. ges. exp. Med. 1, 400, 1913. 
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an Popielski?) wird beiläufig erwähnt: „Wenn aber er (Popielski) 
und seine Schüler durch ihre Präparate aus der Phosphorwolframsäure- 
fällung keine Blutdrucksteigerung erhielten, so kann dies daran liegen, 
daß die wirksamen Substanzen ihrer Präparate durch unvorsichtiges 
Behandeln zersetzt waren — und die wirksamen Substanzen der Hypo- 
physe sind leicht zersetzlich.“ 

Diesen unbestimmten Angaben gegenüber habe ich in einer Reihe 
von Versuchen die Alkaliempfindlichkeit des Hypophysenprinzips genauer 
studiert und festgestellt, daß schon sehr verdünnte Kali- und Natronlauge 
oder Barytwasser, nicht aber Bicarbonat oder Soda diese Inaktivierung 
herbeiführt, daß sie irreversibel ist und daß sowohl Atem-, Blutdruck- 
sowie auch die Rattenuteruswirkung durch diese Behandlung gleichzeitig 
aufgehoben werden. Die nicht spezifische Darmwirkung bleibt aber be- 
stehen. Ich überzeugte mich ferner durch einen Versuch, daß das gegen 
Alkali so empfindliche Adrenalin bei völlig analoger Behandlung nicht 
zerstört wird. Es fiel mir aber nicht ein, die eigentümliche Behauptung 
zu machen, Adrenalin sei gegen Alkali nicht unbeständig. 

Die Schlüsse, die die chemische Konstitution des Hypophysenprinzips 
betreffen, stützen sich hauptsächlich auf das vorstehend erwähnte Ver- 
halten gegen Alkali. Von allen Möglichkeiten, die in Betracht gezogen 
wurden, erschien es vom chemischen Gesichtspunkte aus am wahrschein- 
lichsten, am wirksamen Prinzip eine äther- oder lactonartige Bindung 
anzunehmen, deren Lösung eine Inaktivierung nach sich zieht. In der 
Tat stellte es sich heraus, daß pharmakologisch aktive Substanzen, mit 
solchen äther- oder lactonartigen Bindungen gegen Alkali ein Verhalten 
zeigten, das dem des Hypophysenprinzips entspricht; als Beispiel wurden 
Acetylcholin und Pilocarpin herbeigezogen, deren typische pharmako- 
logische Wirkung durch die Gegenwart verdünnter Alkalien ebenfalls 
völlig ausgelöscht wird. Es wurde dabei auch auf eine gewisse Ähn- 
lichkeit hingewiesen, die die Wirkung dieser Substanzen auch noch in 
pharmakologischer Hinsicht dem Hypophysenprinzip zu nähern schien, 
wiewohl nicht außer acht gelassen wurde, daß vom pharmakologischen . 
Standpunkte aus, neben der Ähnlichkeit prinzipielle Unterschiede be- 
stehen. In meinen Schlußfolgerungen hieß es z. B. auf S. 218: „Ein 
prinzipieller Unterschied zeigt sich jedoch in der Tatsache, daß bei 
wiederholter Injektion die Wirkung des Acetylcholins unverändert auf- 
tritt und daß die beim Pituglandol sekundär auftretende Blutdruck- 
steigerung fehlt.“ Ich gebe zu, daß das völlig verschiedene Verhalten 
gegen Atropin, auf das Fühner aufmerksam macht, diese Unterschiede 
noch erheblich vergrößert. Da aber nicht, wie Fühner dies darstellt, 
die pharmakologische Ähnlichkeit von Pilocarpin bzw. Acetylcholin 
mich bestimmt hat, für die wirksame Substanz der Hypophyse die Kon- 
stitution eines acylierten Alkanolamins anzunehmen, da vielmehr die 
chemischen Analogien zu meiner Folgerung führten, so bleibt diese trotz 
der pharmakologischen Feststellungen Fühners bestehen. 


1) Berl. klin. Wochenschr. 1914, 249. 
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Es ist für die vorstehend diskutierten Fragen nicht wesentlich, ob 
man für die Wirkung der Hypophysenextrakte eine oder mehrere spe- 
zifische Substanzen zugrunde legt. Es seien aber, da Fühner dies re- 
klamiert, die Beweggründe angegeben, die für die erstere Annahme ent- 
schieden. Als spezifische Wirkung des Hypophysenextraktes bezeichne 
ich mit Fühner die typischen Wirkungen auf Blutdruck, Atmung und 
Uterus (Rattenuterus). Da speziell die ersteren sehr komplizierter Natur 
sind, lag es von vornherein nahe, die verschiedenen Phasen der Hypo- 
physenwirkung auf mehrere wirksame Substanzen zurückzuführen. Die 
auffallende Tatsache, daß verdünntes Alkali nicht bloß eine Komponente 
der Pituglandolwirkung vernichtet, sondern sowohl Atmung-, Blutdruck- 
und Uteruswirkung zugleich aufhebt, spricht entschieden gegen diese 
Hypothese. Man müßte denn für diese verschiedenen aktiven Substanzen 
eine analoge chemische Konstitution annehmen. Es existiert aber auch 
ein direkter Beweis für die Ansicht, die spezifische Hypophysenwirkung 
könne durch ein einziges Prinzip bedingt sein. In den Substanzen F. 61 
und F. 62, die aus dem Hypophysin heraus fraktioniert worden sind, 
beschreibt Fühner zwei Körper, die „sowohl quantitativ, wie qualitativ 
in ihrer Blutdruckwirkung mit dem Hypophysin identisch sind. Auch 
die Atemwirkung ist im Grunde dieselbe.“ Die Gebärmutterwirkung ist 
sowohl am überlebenden Uterus, wie in situ nach Art und Intensität die 
des Hypophysins. Die chemischen und physikalischen Unterschiede von 
F. 61 und F. 62 sind keine so durchgreifenden, daß sie nicht durch 
einen mehr oder minderen Grad von Reinheit erklärt werden könnten. 
Auf jeden Fall besitzt sowohl F. 61 wie F. 62 die volle Hypophysin- 
wirkung, und falls sie auch nicht identisch sind, liefert doch jeder von 
diesen beiden Körpern den Beweis für die Behauptung, daß die spe- 
zifische Wirkung der Hypophysenpräparate durch eine einzige Substanz 
hervorgerufen werden kann. 

Meine von Fühner kritisierte Arbeit hat den Titel „Beitrag zur 
Kenntnis des wirksamen Prinzips der Hypophyse“. Ich hoffe, daß es 
mir durch die vorstehenden Ausführungen, zu denen ich durch den 
Angriff Fühners gezwungen worden bin, gelungen ist, diesen Anspruch 
zu rechtfertigen, und daß andere Forscher, die dieses interessante Ge- 
biet bearbeiten, die in meiner Arbeit gegebenen neuen Tatsachen und 
Gesichtspunkte verwerten können. 


-Basel, den 20. Februar 1917. 


Über „mechanische Denaturierung“ von Eiweißkörpern 
und das Trocknen von Organen zwecks biologischer 
Untersuchung. 


Von 


Wilhelm Wiechowski. 


(Aus dem Pharmakologisch-pharmakognostischen Institut der k. k. deutschen 
Universität Prag.) 


(Eingegangen am 25. Februar 1917.) 
Mit 1 Figur im Text. 


In einer „Weitere Untersuchungen zur Chemie der Eiweiß- 
körper“ betitelten Abhandlung teilen E.Herzfeldund R.Klinger') 
die Beobachtung mit, daß getrocknetes, an sich in Wasser voll- 
ständig lösliches Eiweiß (z. B. Blutserum) nach dem Pulveri- 
sieren in einer Porzellanschale zum großen Teil seine Löslichkeit in 
Wasser verliert. Ich habe die gleiche Beobachtung vor mehreren 
Jahren gemacht und die Erscheinung damals in der biologischen 
Sektion des Deutschen naturwissenschaftlich-medizinischen Ver- 
eins für Böhmen „Lotos“ in Prag demonstriert. Eine Ver- 
öffentlichung meinerseits ist jedoch nicht erfolgt, so daß die 
Priorität der Entdeckung dieser wichtigen Eigenschaft der 
Eiweißstoffe den Herren Herzfeld und Klinger gebührt. 
Gleichwohl veranlaßt mich deren Mitteilung, die Folgerungen 
zu veröffentlichen, die ich aus diesem merkwürdigen Verhalten 
der Eiweißstoffe für die seinerzeit von mir angegebene Methode 
der Verarbeitung von Organen zwecks ihrer chemischen und 
biologischen Untersuchung gezogen und seither praktisch er- 
probt habe. 

Das Wesentliche des Verfahrens, das zunächst 1907 in 
den Beiträgen z. chem. Physiol. u. Pathol., später in Abder- 


1) Diese Zeitschr. 78, 349, 1917. 
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haldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden Bd. III, S. 282 
mitgeteilt worden ist, besteht darin, daß die feinverteilten 
(durch Drahtsiebe getriebenen) Organe in dünnster Schichte 
auf Glasplatten bei gewöhnlicher Temperatur durch einen 
scharfen Luftstrom getrocknet, nach dem Trocknen abgekratzt 
und schließlich vor oder nach dem Vermahlen mit Toluol in 
einer Farbenreibmühle durch Toluol und andere flüchtige Lö- 
sungsmittel von Lipoiden und Extraktivstoffen befreit werden. 
Dadurch werden die Organe in dem Zustande, in dem sie sich 
zur Zeit des Todes des Tieres befanden, hinsichtlich der Eiweiß- 
körper und Fermente für lange Zeit konserviert und lassen 
sich ohne eingreifende Maßnahmen (durch bloße Extraktion in 
der Kälte) leicht in die zunächst wichtigsten Fraktionen, Ei- 
weiß und Fermente, Lipoide und Extraktivstoffe aufteilen. 

Die Methode erwies sich beim Arbeiten mit der Urico- 
oxydase und der Diastase der Säugetierorgane sehr brauchbar. 
Als ich sie dann später einmal beim Serum anwandte, um ihm 
durch Extraktion mit Toluol die Lipoide zu entziehen, ergab 
sich, daß das Serum nach dem Mahlen mit Toluol zum größten 
Teile unlöslich geworden war. Ein späterer Versuch zeigte 
dann, daß nicht die Extraktion, sondern die Zerkleinerung des 
wasserfreien Eiweißes das Unlöslichwerden bedingt hatte. Da- 
durch wurde auch die folgende, schon früher beim Trocknen 
des Serums beobachtete Erscheinung aufgeklärt. 

Auf Glasplatten angetrocknetes Serum läßt sich z.T. leicht 
in durchsichtigen Schuppen ablösen, z. T. aber bildet es 
einen nur wenig rissigen, lackartigen Überzug, der nur gewalt- 
sam durch Abkratzen mit einem scharfen Instrument zu ent- 
fernen ist. Insbesondere wenn die letzteren Stellen nicht ab- 
solut trocken sind, erhält man hierbei längere zusammen- 
hängende, beim Kratzen opak werdende Späne. Während sich 
nun die durchsichtigen Schuppen vollständig im Wasser lösen, 
bleiben von den opaken Spänen beträchtliche Mengen weißer 
Fetzen ungelöst, und man kann deutlich beobachten, daß von 
Stücken, die opake und durchsichtige Stellen aufweisen, nach 
dem Versetzen mit Wasser die letzteren sich lösen, während 
die ersteren scheinbar ganz unlöslich sind. — Dieses ver- 
schiedene Verhalten hängt also davon ab, ob man genötigt ist, 


das getrocknete Eiweiß mit größerer oder geringerer Gewalt 
Biochemische Zeitschrift Band 81. 19 
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vom Glase zu trennen. Und dafür scheint neben der Be- 
schaffenheit der Glasoberfläche häufig die Schichtdicke und der 
Grad der Trocknung entscheidend. Trocknet man nach dem 
Wegblasen des Wassers im H,SO,-Exsiccator scharf nach, so 
läßt sich meist alles Eiweiß leicht abheben, die dickeren Stellen 
auch da leichter als die ganz dünnen. 

Das gleiche Verhalten — nämlich das teilweise Unlöslich- 
werden infolge des Abkratzens — wurde auch anläßlich der 
Bestimmung des Löslichen von wie oben angegeben getrockneter 
Schilddrüse beobachtet. Ein klares, nach Pohl gewonnenes 
Schilddrüsenplasma war nach dem Trocknen vollkommen löslich. 
Wurde aber die zerkleinerte Schilddrüse auf Glasplatten an- 
getrocknet und diese dann abgekratzt, so wurde bei der 
Wasserextraktion der erhaltenen kleinen Schüppchen weniger 
Eiweiß erhalten, als im klaren Filtrat der frischen, mit 
Kochsalzlösung extrahierten Schilddrüse enthalten war. — Also 
nicht nur das Zermahlen, sondern schon das bloße 
Abkratzen kann getrocknete Eiweißstoffe teilweise 
ihrer Wasserlöslichkeit berauben. 

Für die oben angezogene Methode der Organverarbeitung 
war daher nicht nur das Vermahlen der getrockneten Organe 
mit Toluol in der Farbenmühle, wie jede andere Art der 
Pulverisierung, sondern auch das Abkratzen von den Glas- 
platten bzw. die Glasplatten selbst zu vermeiden, denn an 
ihnen trocknet das Eiweiß z. T. wenigstens eben derart an, 
daß es nur durch Abkratzen entfernt werden kann. Diese 
Forderung war um so dringender, als die Möglichkeit besteht, 
daß gleichzeitig mit dem Eiweiß auch Fermente ihre Löslich- 
keit einbüßen, möglicherweise sogar in ihrer Wirksamkeit ge- 
schwächt werden. Zwar die Uricooxydase der Rinderniere und 
Hundeleber (sowie die Organdiastase) wurden nicht geschädigt, 
ihre von mir und Wiener aber seinerzeit!) festgestellte 
Schwerlöslichkeit in Wasser konnte durch das damals noch 
geübte Vermahlen der trockenen Organe mit Toluol bedingt 
sein, und es war auch möglich, daß die hochgradige Ab- 
schwächung der Xanthinoxydase durch das Trocknen, die 
Schittenhelm beobachtet hat, Folge der nachfolgenden Zer- 


1) Beiträge z. chem. Physiol. u. Pathol. 9. 
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kleinerung der trockenen Organe war, zumal das Serum- 
komplement, wie auch ich in Übereinstimmung mit Herzfeld 
und Klinger seinerzeit mit Weil!) zusammen beobachtet 
habe, beim Pulverisieren des trockenen Serums teilweise zu- 
grunde geht. 

Es handelte sich mir also zunächst darum, ein Platten- 
material zu finden, an dem die Eiweiße nach dem Trocknen 
nicht haften. Metalle scheinen dazu zwar geeignet zu sein, 
haben aber, da man von den edlen absehen muß, den Nach- 
teil, daß gewisse Mengen von deren Oxyden sich notwendiger- 
weise dem Eiweiß beimengen würden. Ich habe übrigens über 
die Verwendbarkeit von Metallplatten keine weitergehenden 
Versuche angestellt, da ich durch die Verwendung von mit 
hochschmelzendem Paraffin überzogenen Platten von verzinktem 
Eisenblech oder Glas alles erreichte, was in der genannten 
Richtung nur zu wünschen war. 

Auf einer Paraffinschicht trocknen die Eiweiße und Organe, 
wie überhaupt alle in Paraffin unlöslichen Stoffe, ohne im ge- 
ringsten an ihm zu haften. Nach dem Trocknen fallen die 
Massen von den senkrecht gestellten Platten von selbst ab, 
und selbst die dünnsten Häutchen lassen sich mit einer Feder- 
fahne leicht abfegen. Man gewinnt so das Material auch 
quantitativ, was bei der Trocknung auf Glas ganz unmöglich 
ist, — Es ist nicht zu bezweifeln, daß auch für viele andere 
Zwecke diese Trocknungsart wird mit Vorteil angewendet 
werden können. (So bewährte sie sich mir z.B. sehr beim 
Trocknen von ausgepreßtem Krötengift) — Die Verwendung 
von paraffinierten Platten machte aber eine Änderung des von 
mir in Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden, 
Bd. III, S. 291 beschriebenen Trockenkastens für überlebende 
Organe notwendig; denn der dort verwendete starke Luftstrom 
bläst unweigerlich alles getrocknete Eiweiß von der Paraffin- 
schicht fort, so daß diese schließlich leer und das Organ im 
Zimmer verstreut ist. Die gleiche Ventilatorenfabrik Janka 
in Radotin bei Prag, die den erwähnten Trockenkasten gebaut 
hatte, hat ihn nun nach dem ihr patentierten Progressitsystem 
umgeändert und für den neuen Zweck angepaßt. Die folgende 


1) Unveröffentlicht. 
19* 
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Skizze gibt das Wesentliche des Apparates wieder. A ist ein 
Ventilator, der die Luft innerhalb des Kastens in der Richtung 
der Pfeile umtreibt, solange die um c drehbare Scheidewand B 
wagerecht liegt (Zirkulation). Wird diese dagegen wie in der 
Zeichnung senkrecht gestellt und die Verschlüsse der Löcher 
C und D geöffnet, so wird Frischluft in C angesaugt und nach 
dem Hindurchtreten durch den Kasten durch D ausgestoßen 
(Ventilation). Die Luft wird im Kasten durch die verstellbaren 
Blechleisten 1 bis 6 gleichzeitig in die 6 Fächer des Kastens 
und über die in ihnen liegen- 
den paraffinierten Platten ge- 
leitet. Die Leisten erhalten 
eine derartige Neigung, daß 
alle Fächer einen Luftstrom 
von gleicher Stärke bekom- 
men, was mittels Anemome- 
ters festgestellt wird. — Der 
auf diese Weise geregelte Luft- 
strom ist sehr wirksam, aber 
nicht von solcher Wucht, daß 
er das getrocknete Eiweiß weg- 
wehte. Selbst noch leichteres 
Material, z. B. Tierkohle, wird nicht weggeblasen. 

Man hat es nun in der Hand, nach Belieben Frischluft 
durch den Apparat zu schicken oder die Luft im Kasten nur 
umzutreiben. Das letztere hat dann einen Vorteil, wenn große 
Mengen in dickeren Schichten getrocknet werden sollen. Man 
kann es dann erreichen, daß die Bildung der die weitere 
Trocknung hindernden Krusten unterbleibt. — Zur Beurteilung 
des Fortganges der Trocknung dient ein in der Zeichnung 
durch E angedeutetes Psychrometer. Sobald dieses bei „Zirku- 
lation“ Sättigung der Kastenluft mit Feuchtigkeit bzw. einen 
bestimmten Feuchtigkeitsgrad anzeigt, wird auf „Ventilation“ 
umgeschaltet, dadurch die Kastenluft erneuert, worauf wieder 
durch Zirkulation weitergetrocknet wird. 

In dieser Weise erhält man nun die Organe trocken, ohne 
die geringste „mechanische Denaturierung“ bzw. Gefahr einer 
solchen. 

Die Extraktion der so getrockneten Eiweiße mit flüchtigen 





Fig. 1. 
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Lösungsmitteln geschieht dann ohne vorherige Zerkleine- 
rung in dem bei Abderhalden l. c. beschriebenen Kalt- 
extraktionsapparat. ` 

Eine weitgehende Zerkleinerung bzw. Zertrümmerung der 
Zellen im getrockneten Zustande scheint zur Gewinnung aller 
löslichen Bestandteile der Organe übrigens gar nicht nötig zu 
sein, da durch den Trocknungsprozeß als solchen die Zellen 
sozusagen aufgeschlossen werden. Ich schließe das insbesondere 
aus dem Verhalten der Erythrocyten beim Trocknen. — Ge- 
trocknete Erythrocyten geben das Hämoglobin an physiologische 
Salzlösung ab. Das Trocknen wirkt hier ähnlich wie das Ge- 
frieren. 

Dagegen können die getrockneten und extrahierten Or- 
gane nach dem vollständigen Erweichen in Wasser 
zwecks gleichmäßiger Verteilung, wie bisher in der erwähnten 
Farbenmühle ohne Denaturierung zu feinen Emulsionen ver- 
rieben werden. 


Die Empfindlichkeit von Naganastämmen gegen 
Arsen und Antimon. 


Von 


Dr. Ernst Teichmann, 
Privatdozent an der Universität. 


(Aus dem Biologischen Laboratorium: [Dr. E. Teichmann] des Städ- 
tischen Hygienischen Instituts der Königl. Universität Frankfurt 
[Direktor Professor Dr. M. Neißer)). 


(Eingegangen am 2. März 1917.) 


Daß nicht alle Trypanosomenarten gleich empfindlich gegen 
dasselbe Arzneimittel sind, wurde des öfteren angegeben. 


Trypanrot z. B. wirkt stark auf das Trypanosoma des Mal de Ca- 
deras (Trypanosoma equinum), dagegen nur schwach auf Trypanosoma 
brucei, den Erreger des Nagana [Ehrlich und Shiga; Ehrlich‘)]. 
Atoxyl ist ein gutes Mittel gegen Trypanosoma gambiense; auf Trypa- 
nosoma congolense übt es keine Wirkung aus. Mit Brechweinstein, surra- 
oder durinekranke Mäuse zu heilen gelingt leicht, während mit Nagana 
infizierte Mäuse, die mit dem genannten Mittel behandelt werden, sehr 
zu Rezidiven neigen. Weitere Beispiele und die zugehörige Literatur 
sind bei Laveran’und Mesnil?) zu finden. 

Auch darüber liegen Angaben vor, daß Trypanosomenstämme der- 
selben Art nicht in gleicher Weise auf dasselbe Medikament reagieren. 
So hat P. Ehrlich zwei Naganastämme nach ihrem Verhalten gegen 
Arzneimittel als „tenax“ und „debilis“ voneinander unterschieden; 
Morgenroth und Halberstädter?) teilen mit, daß ein von ihnen ver- 
wendeter Naganastamm gegen Arsacetin empfindlicher war als ein von 
Ehrlich und seinen Mitarbeitern benutzter Stamm der gleichen Art. 

Ehrlich‘) und nach ihm Yakimoff in Rußland hatten mit 


1) P. Ehrlich und K. Shiga, Farbentherapeutische Versuche bei 
Trypanosomenerkrankung. Berl. klin. Wochenschr. 1904, 362. — P. Ehr- 
lich, Studies in Immunity. Second Edition, New York 1910. John 
Wiley and Sons, 8. 692 

2) A. Laveran und F. Mesnil, Trypanosomes et Trypanosomiases. 
2. Aufl. Paris 1912, Masson et Cie., S. 199f. 

3) J. Morgenroth und L. Halberstaedter, Zur Kenntnis der 
Arzneifestigkeit der Trypanosomen. Arch. f. Schiffs- u. Tropenhygiene, 
15, 239. 

4) Paul Ehrlich, Beiträge zur experimentellen Pathologie und 
Chemotherapie, Leipzig, 1909, S. 245 (Über Partialfunktionen der Zelle. 
Nobel-Vortrag). — P. Ehrlich, Studies in Immunity. Second Edition. 
New York 1910. John Wiley and Sons, 8. 692. 
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Trypanrot bei einem Mal de Caderasstamm sehr gute Erfolge, während 
Uhlenhuth bei seinen Stämmen gar keine Wirkung beobachtete, und 
von demselben Mittel berichten Uhlenhuth, Hübner und Woithe‘), 
daß es bei einem von ihnen benutzten Durinestamm eine erheblich 
schwächere Wirkung ausgeübt habe, als sich nach Versuchen erwarten 
ließ, die Ehrlich mit ihm ausgeführt hatte. Schließlich gibt Ehr- 
lich?) an, daß sogar derselbe Naganastamm, bei dem mit Trypanrot 
keine Heilung erzielt werden konnte, als Rezidivstamm innerhalb 
14 Tagen dieses sein Verhalten geändert habe. 

Um die Frage mit Sicherheit zu beantworten, ob unter 
Trypanosomen derselben Spezies Unterschiede in der Empfind- 
lichkeit gegen Arzneimittel bestehen, bedurfte es einer Prüfung, 
die mit möglichst umfangreichem Vergleichsmaterial und unter 
einheitlichen Bedingungen durchgeführt wurde. Mit den mir 
zur Verfügung stehenden Naganastämmen konnte eine solche 
Untersuchung unternommen werden. Es seien zunächst die 
nötigen Angaben über die bei den Versuchen benutzten Trypa- 
nosomenstämme gemacht. 


1. Die verwendeten Trypanosomenstämme. 


Unter den sieben Naganastämmen, über die verfügt werden 
konnte, befand sich nur einer, der auch sonst in europäischen 
Laboratorien gehalten wird. Es ist der in den Arbeiten von 
Braun und Teichmann?) oft erwähnte und von ihnen als 
St. 4 bezeichnete Stamm. Er wurde seit 1911, in welchem 
Jahre er vom „Institut für Schiffs- und Tropenkrankheiten“ zu 
Hamburg bezogen worden war, dauernd in Ratten und Mäu- 
‘sen gehalten. Für beide Tierarten ist er sehr virulent; Mäuse 
im besonderen tötet er bei der im hiesigen Institut gebräuch- 
lichen Infektionsdosis innerhalb 4 oder 5 Tagen. 

Die sechs anderen Naganastämme, die benutzt wurden, 
sind von Braun und Teichmann‘) in den Jahren 1912 und 


1) Uhlenhuth, Hübner und Woithe, Experimentelle Unter- 
suchungen über Dourine mit besonderer Berücksichtigung der Atoxyl- 
behandlung. Arb. Kais. Ges.-Amt, 27, 297, 1908. 

2) P. Ehrlich, Studies in Immunity. Second Edition. New York 
1910. John Wiley and Sons, S. 692. 

3) H. Braun und E. Teichmann, Versuche zur Immunisierung 
gegen Trypanosomen. Jena 1912, Gustav Fischer, S. 7 und öfters. 

4) H. Braun und E. Teichmann, Erfahrungen über die tie- 
rischen Trypanosomen-Krankheiten Deutsch-Ostafrikas. Beihefte zum 
Arch. f. Schiffs- u. Tropenhygiene, 18, Heft 1, 11ff., 1914. 
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1913 in Deutsch-Ostafrika gewonnen und nach Europa ge- 
bracht worden, wo sie seitdem im Hygienischen Institut zu 
Frankfurt a. M. gehalten werden. Was die Herkunft dieser 
Stämme anlangt, so ist darüber in der eben genannten Arbeit 
(1914) das Nötige gesagt; sie tragen dort die Bezeichnungen 
St. 30, St. 63, St. 68, St. 89, St. 90 und St. 90 Fl, die auch im 
folgenden beibehalten werden. Über ihr Verhalten in Mäusen, 
das für die Beurteilung der Versuchsergebnisse bedeutsam ist, 
sei noch einiges nachgetragen. 

Die Stämme unterscheiden sich sowohl hinsichtlich der 
Inkubation als auch in ihrer Virulenz für Mäuse beträchtlich 
voneinander. Die folgenden Zahlen stellen das Mittel aus den 
Werten dar, die jedesmal 20 willkürlich herausgegriffene In- 
fektionskontrollen dafür darboten. Danach beträgt die In- 


kubation bei der weiter unten genauer beschriebenen Infek- 
tionsweise: 


für St. 90 Fl. 3,10 Tage; der Tod erfolgte nach 4,95 Tagen, 


x n» 90 300 » n ” ” » 580 » 
n n 89 460 n ” ” ” » 10,95 > 
» n 68 425 n» 5 n ” » 880 » 
n n 4 210 > ” 5 n x 395 > 


Die Stämme 30 und 63 nehmen eine besondere Stellung ein. 
Bei St. 30 kann sich die Krankheit über Wochen hinziehen; 
der Trypanosomenbefund im Blute wechselt rhythmisch; Zu- 
nahme und Abnahme lösen einander mehrere Male ab. Den 
Verlauf der Infektion bei diesem Stamm zeigt folgendes Bei- 
spiel (Tabelle ]). 





Tabelle I. 
Tag nach der ıla |3 4| 5 |6 | 7 8 9 and 12 
Infektion 11 


Trypanoso- 
menbefund | — | — | — | — | — | 0 | + | +++ | +++ | +++ | ++ 











17 23 
und | 19| 20| 21 22 bis | 28 
18 


Tag nach der 13 
Infektion 


Trypanoso- | 
menbefund | + | 0 |(+) (+) 
Remission 


14 | 15| 16 
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Ähnlich verhält sich St. 631). Doch findet sich bei ihm 
stets nur eine deutlich ausgesprochene Remission, die meistens 
ziemlich bald nach dem ersten Anstieg in der Parasitenent- 
wicklung einsetzt. Die Dauer der Erkrankung kann sich bis 
über einen Monat erstrecken; einmal trat der Tod am 34. Tag 
nach der Impfung ein. Für den Verlauf, den die Infektion 
bei diesem Stamm nimmt, gibt die Tabelle II ein Beispiel. 
Besonders auffällig tritt hier eine Erscheinung zutage, die 
Braun und Teichmann bei der Infektion von Ratten beob- 
achtet hatten?), daß nämlich die infizierten Tiere lange Zeit, 
in dem angeführten Beispiel 20 Tage, mit großen Mengen von 
Trypanosomen im Blut zu leben vermögen, ohne äußerlich 
krank zu erscheinen. 


Tabelle II. 









Tag nach der 
Infektion 


Trypanosomen- 
befund — | 0 


Remission 





+ ++ + 0 Pp pa t 
| 


Der St. 63 wurde für meine Versuche von Meerschwein- 
chen auf Mäuse überimpft und dann ständig in diesen Tieren 
gehalten. Dabei trat im Laufe der Passagen das gleiche ein, 
was auch Oehler?) bei seinen Versuchen beobachtet hat. Der 
Stamm wurde nämlich für Mäuse so virulent, daß mit ihm infizierte 
Tiere bereits nach etwa 5 Tagen der Krankheit erlagen. Auch 
in dieser akuten Form wurde der Stamm zu den Versuchen 
verwendet; er wird als solcher zum Unterschied von der chro- 
nischen Form als St. 63a bezeichnet. 


Die in gleicher Weise wie bei den anderen Stämmen be- 
rechneten Durchschnittswerte für Inkubationszeit und Krank- 
heitsdauer sind: Für St. 30 ist die Inkubationszeit 4 Tage; 


1) Vgl. auch E. Teichmann, Mischinfektionsversuche mit Trypa- 
nosomen. Zeitschr. f. Hygiene u. Infektionskrankheiten, 82, 519f. 

2) 1. c. 1914, 10. 

3) R. Oehler, Untersuchungen über den Dimorphismus von Try- 
panosoma Brucei. Zeitschr. f. Hygiene u. Infektionskrankheiten, 87, 
365, 1914. 
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die Krankheitsdauer 17,5 Tage. Diese Zahl ist jedoch zu 
klein, da die Infektionskontrollen des öfteren vor dem na- 
türlichen Ablauf der Krankheit getötet wurden. Für St. 63 
ist die Inkubationszeit 5,95 Tage, die Krankheitsdauer 21,7 
Tage; für St. 63a ist die Inkubationszeit 2,65 Tage, die Krank- 
heitsdauer 5,15 Tage. 

Unter Zugrundelegung der für die Krankheitsdauer (Vi- 
rulenz) mitgeteilten Durchschnittswerte lassen sich die ver- 
wendeten Stämme in drei Gruppen einteilen: 1. Bei den mit 
den Stämmen 4, 90 Fl, 63a oder 90 infizierten Mäusen tritt 
der Tod zwischen dem 2. und 6. Tage nach der Infektion ein; 
2. bei den mit St. 68 oder St. 89 infizierten Tieren zwischen 
dem 8. und 11. Tage und 3. bei den mit St. 63 oder St. 30 
infizierten zwischen dem 17. und 22. Tage. Die Stämme 4, 
90 Fl, 63a und 90 verursachen danach bei Mäusen einen 
akuten, die Stämme 68 und 89 einen subakuten und die 
Stämme 30 und 63 einen chronischen Verlauf der Krank- 
heit. 

Diese Stämme wurden auf ihre Empfindlichkeit gegen 
Arsen und gegen Antimon geprüft. Dabei kamen zwei 
Verfahren zur Anwendung. Der Kürze wegen sei das erste 
als prophylaktisches, das zweite als therapeutisches Verfahren 
bezeichnet. Bei dem prophylaktischen Verfahren wurde den 
Versuchstieren das Arzneimittel in die Bauchhöhle injiziert und 
unmittelbar darauf die subcutane Infektion vorgenommen. 
Einen größeren Zeitraum zwischen Injektion und Infektion ver- 
streichen zu lassen, war nicht angängig, da die Chemikalien 
vom Organismus sehr schnell ausgeschieden werden. Kalium- 
antimonyltartrat wird, wie in Bestätigung und Erweiterung 
einer Angabe von R. Neumann!), der sich dabei auf Versuche 
Morgenroths und Rosenthals bezieht, mitgeteilt sei, bereits 
in 24 Stunden so völlig aus dem Körper entfernt, daß auch 
bei stärksten Gaben nach Verlauf dieser Zeit eine Wirkung auf 
Trypanosomen nicht mehr erkennbar wird. Jede Dosis wurde 
in 0,25 ccm physiologische Kochsalzlösung verabfolgt, um die 
Gefahr zu vermeiden, daß ein Teil derselben von dem Tiere 


1) R. Neumann, Zur Kenntnis der Immunität bei experimenteller 
Trypanosomeninfektion. Zeitschr. f. Hygiene u. Inf., 69, 112, 1911. 
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ausgepreßt wurde. Die Infektion wurde wie folgt vorge- 
nommen: Das trypanosomenhaltige Blut wurde so lange mit 
physiologischer Kochsalzlösung verdünnt, bis sich in einem 
Tropfen dieser Aufschwemmung nur noch wenige Parasiten 
auffinden ließen; davon wurde 0,1 ccm unter die Haut einge- 
spritzt. Bei allen Versuchen wurden Infektionskontrollen ein- 
gestellt. Der Grad der Wirksamkeit der Behandlung wurde 
durch Vergleich mit den unbehandelten Infektionskontrollen 
festgestellt; dabei ließen sich drei Stufen erkennen: erkrankten 
die Versuchstiere gleichzeitig mit den Kontrollen, so war die 
prophylaktische Behandlung ohne Wirkung geblieben; verzögerte 
sich die Erkrankung, so war eine unvollkommene Wirkung vor- 
handen; blieben die Tiere frei von Trypanosomen, so war die 
Wirkung vollkommen. 

Das therapeutische Verfahren wurde in der Weise ge- 
handhabt, daß die Injektion des Mittels erfolgte, wenn sich die 
Parasiten im Blute der infizierten Mäuse stark vermehrt hatten, 
ohne daß jedoch die Infektion ihren Höhepunkt erreicht hatte. 
Innerhalb der herkömmlicherweise mit + bis +++ bezeich- 
neten Grenzen übt die zur Zeit der medikamentösen Behandlung 
vorhandene Parasitenzahl keinen wesentlichen Einfluß auf den 
Wirkungsgrad des Mittels aus; überschreitet sie diese und 
nähert sich der durch ++-++ angedeuteten Kulmination, 
so kann der Verlauf der Erkrankung nicht mehr merklich be- 
einflußt werden. Das Chemikale wurde auch hier wieder intra- 
peritoneal und in 0,25 cem Kochsalzlösung einverleibt. Folgende 
Wirkungsgrade des Arzneimittels konnten unterschieden werden: 
Wurden nach Verabreichung des Chemikales während der Be- 
obachtungszeit, die sich im allgemeinen auf 3 bis 4 Wochen 
erstreckte, keine Trypanosomen gefunden, so wurde vorausge- 
setzt, daß Heilung erfolgt sei; verschwanden die Trypanosomen 
nach der Behandlung aus dem Blut, traten aber nach einiger 
Zeit wieder auf, so wurde das als unvollkommene, aber starke 
Wirkung betrachtet; nahm die Zahl der Parasiten nach der 
Behandlung merklich ab, ohne auf Null zu sinken, so wurde 
die Wirkung als unvollkommen und schwach angesehen; ver- 
ringerte sich die Zahl der Trypanosomen nicht, so hatte das 
Mittel keine Wirkung ausgeübt. 
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2. Versuche mit Arsenikalien. 


a) Prophylaktische Behandlung. 


Die meisten dieser Versuche wurden mit Arsacetin aus- 
geführt. Die Höchstgabe für Mäuse beträgt 1/, g; doch wird 
diese Menge nicht immer vertragen. Die beigefügten Tabellen 
geben Auskunft über die angewendeten Dosen und die erzielten 


Wirkungen. 
Tabelle III. 












Menge 






Anzahl Ergebnis der Behandlung 



















der be- des inter- 
Stamm handelten Mittels erkrankt mit kurrent 
Mäuse Verzögerung 
5 1 =< = == 
E 5 i7|—| — 
b- | A 5 i2 —| — 
s | i 5 4 —| — 
90 EI. 10 ash 10 i — — 
9 350 3 2 5 1 
26 u 10 1 bis 4 | 16 — 
5 tig — — 5 — 
5 2a Waqo 5 < a 





Aus der Tabelle läßt sich entnehmen, daß St. 90 Fl. auf 
Arsacetin-Gaben von */5o08g bis 1/ o g bei prophylaktischer An- 
wendung wenig reagiert. Alle Versuchstiere erkrankten, die 
meisten mit geringer, einige mit erheblicher Verzögerung. Erst 
von 1/,, g ab macht sich die Wirkung des Arsacetins stärker 
geltend; bei dieser Dosis sind, ebenso wie bei 1/ o g, über 
60°/, der behandelten Tiere während der Beobachtungszeit von 
21 Tagen frei von Trypanosomen. Bei noch stärkeren Gaben 
bleiben 100°/, der Mäuse von Parasiten frei. 


Tabelle IV. 









Anzahl Menge Ergebnis der Behandlung 


Ter he des inter- 
Stamm handelten Mittels erkrankt mit kurrent 
Mäuse ng = j; 


Verzögerung | frei 
g krankt| _ |von Tagen 


5 10 3 2 | 1 bis 8 
5 a oo 1 3 2 bis 4 
90 10 ts = 4 | 1bis 8 
5 2 = 8 | 3 bis 5 
10 1/100 = = = 
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Bei St. 90 wurde, in vereinzelten Fällen mit 1/, g, die 
Infektion unterdrückt. Bei !/,, g blieben die meisten, bei 
t/oo sämtliche Tiere frei von Trypanosomen. 
















Tabelle V. 
des inter- 
Stamm ireki erkrankt: mit NN 


Verzögerung 








Bei St. 4 wurde eine völlig sichere prophylaktische Wirkung 
überhaupt nicht erzielt. Selbst bei Anwendung der für Mäuse 
zulässigen Höchstgabe von !/,, g ging die Infektion in verein- 
zelten Fällen an. Bei 1/, g erkrankte die Mehrzahl der Tiere 
innerhal» derselben Zeit wie die Kontrolltiere; bei einer Minder- 
zahl verzögerte sich das Auftreten der Trypanosomen um 
höchstens zwei Tage. 1/3% g hatte keinen erkennbaren Einfluß 
auf den Verlauf der Infektion. 


Tabelle VI. 










Ergebnis der Behandlung 





inter- 
Stamm onani init Koren 
Verzögerung | frei 
|von Tagen 





Er Es 

















Auch Einzellenstämme, die von St. 4 gewonnen wurden, 
zeigten dieselbe Unempfindlichkeit gegen Arsacetin wie der 
Ausgangsstamm. Sicher prophylaktisch wirkte nur die höchste 
zulässige Gabe; bei '/,., g war nur geringe Beeinflussung zu 
bemerken. Der Befund spricht dafür, daß der St. 4 in bezug 
auf seine Empfindlichkeit gegen Arsacetin einheitlich ist. 
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Tabelle VII. 











Ergebnis der Behandlung lei 
kurrent 





| | tO = Ç tO rO 


Gegen St. 68 wirkte die Gabe von 1/, g nur in der 
Minderzahl der Fälle mit Sicherheit; ?/,. g hielt die Entwick- 
lung der Infektion fast stets hintan. Doch kam selbst bei 
l|, g noch eine Erkrankung mit ganz geringer Verzögerung vor. 


Tabelle VIII. 












Ergebnis der Behandlung 


erkrankt mit 
t Verzögerung 


inter- 
Mittels kurrent 
in er 
g krank 





























5 = 25 ED = 
5 = A SQ AES 
=. | ai = 
_ 3 2 bis 4 | 2 — 
= 5 |2bis6 | 5| — 
et = 9| 1 
=: 1 12 gii = 
z = S 5 = 
= = 41: À 


St. 89 war der einzige der geprüften Stämme, bei dem 1/100 & 
immer deutliche Wirkung zeigte: in einem Fall blieb die In- 
fektion ganz aus, in einigen anderen verzögerte sich das Auf- 
treten der Trypanosomen bis zu 6 Tagen. Bei '/,,0 g blieb 
die Hälfte der behandelten Tiere, und bei 1/,,, g blieben sie 
sämtlich frei von Trypanosomen, 
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Tabelle IX. 











Ergebnis der Behandlung 






erkrankt mit | 
Verzögerung |frei 
von Tagen 










63 (chronisch) 





IIll awn 
ll l| l o: 
wl | ol l 


Bei der chronischen Form von St. 63 wurde mit 1/ & 
vereinzelt, mit '/,, g meistens und mit 1/ o g Stets das An- 
gehen der Infektion verhindert. Gaben unter '!/, g waren 
von geringer Wirkung. 








Tabelle X. 
inter- 
Stamm erkrankt: mit kurrent 
Verzögerung j 
|von Tagen 
63a (akut) Fe, 








Bei der akuten Form von St. 63 wurde von 1/, g an die 
Entwicklung der Infektion regelmäßig verhindert. In einem 
Fall trat das sogar mit 1l/ o g ein. 


Tabelle XI. 













Ergebnis der Behandlung 





Menge des 
Mittels in erkrankt mit 
er- Verzögerung 

krankt | von Tagen 


3 
3 
5 bis 10 
3 bis 11 






















l| ol 1 
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Bei St. 30 wurde durch 1/,, g die Infektion ausnahmslos 
unterdrückt. Bei 1/,o g blieb die Mehrzahl und bei 1/,, g die 
Hälfte der Tiere dauernd frei von Trypanosomen. 

Neben Arsacetin wurde ein zweites Arsenpräparat, näm- 
lich Atoxyl, auf seine Wirksamkeit gegen die St. 90 Fl, 89 
und 4 geprüft. Die folgende Tabelle zeigt das Ergebnis. 





























Tabelle XII. 
“Curae Menge des Ergebnis der Behandlung NE 
Stamm ee Mittels in erkrankt mit EM 
eiten g or: Verzögerung frei 
Mäuse krankt | von Tagen | ~ i 
Z 5 001 | 5 | — | = = > 
5 0,003 2 | 3 2 — — 
5 5 | — = = 
90 Fl. | a Ka 9 P= 
89 5 0,001 3 | 2 1 bis 3 — — 
5 0,003 = [= — 4 1 


Die Stämme 4, 90 Fl. und 89 verhalten sich demnach gegen 
Atoxyl ähnlich wie gegen Arsacetin. ‘Während sich nämlich 
bei St. 90 Fl. und St. 89 mit 0,003 g Atoxyl die Infektion fast 
immer unterdrücken ließ, gelang dies bei St. 4 nicht. Dieser 
Stamm ist mithin auch gegen Atoxyl wenig empfindlich. 

Der Vergleich der in den Tabellen III bis XII nieder- 
gelegten Werte zeigt, daß die geprüften Naganastämme gegen 
Arsacetin nicht gleich empfindlich sind. Im allgemeinen wurden 
Mäuse durch 1/, o bis 1/,,, g, prophylaktisch gegeben, von Trypa- 
nosomen frei gehalten. Von diesem Werte entfernen sich je- 
doch einzelne Stämme nicht unerheblich. So gelingt es, bei 
einigen von ihnen durch '/,,, g mit ziemlich großer Sicherheit 
die Entwicklung der Infektion zu verhindern. Bei einzelnen 
Stämmen steigert sich die Empfindlichkeit so weit, daß aus- 
nahmsweise noch mit !/,,, g, ja selbst mit 1l/ o g eine voll- 
kommene Wirkung erreicht wird. Auf der andern Seite stehen 
der St. 4 und die von ihm abgezweigten Einzellenstämme in ihrer 
Empfindlichkeit bedeutend unter dem angegebenen Mittelwert. 
Bei ihnen ist die Infektion mit 1/ o g nicht zu unterdrücken; 
selbst die höchste von Mäusen noch ertragene Dosis von !/,, g 
bietet keine vollkommene Gewähr gegen Erkrankung. Auf die 
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weiteren Ergebnisse dieser Versuche soll erst eingegangen werden, 
nachdem dargestellt worden ist, wie sich die Naganastämme 
verhielten, wenn Arsacetin bei fortgeschrittener Infektion auf 
sie einwirkte. 


b) Therapeutische Behandlung. 


Die Versuche wurden mit Arsacetin in der bereits be- 
schriebenen Weise ausgeführt. Die folgenden Tabellen lassen 
die Ergebnisse erkennen. 


Tabelle XIII 


































88 EP EEF Ergebnis der Behandlung | £ 
Ë Si SE es |keine |unvollkommene| volle E 
Taj š3 | 3295 š: + 
& Seal 3 SG Wirkung 5 
a2 |#š | E883 |schwach | stark £ 
Ir 
5 +bis+++ | 5 | — -| — 
5 +bis+++ I = |— — 
5 +bis++ 1 | 2 2 >Ë 
5 (+)bis+++ | 1 | 3 | 9 = 
5 +bis+++ | 1 | 1 | 3 J 
5 +bis+++ | — | — | — 5 





Bei St. 90 Fl. wirkte eine Gabe von '/,. g stets heilend; 
starke Wirkung war in einzelnen Fällen noch bei 1/, g zu 
beobachten. Geringere Gaben waren wirkungslos. 












Tabelle XIV. 
5 8 g A Eu: 5 š Ergebnis der Behandlung | £ 
8” 3& e= |keine |unvollkommene | volle Ë 
Hal aa | 2285 ; ar 
š EEE -Ë FE Wirkung š 
42 |233 | Sada schwach | stark 5 














+bis+++ 
+bis+++ 
+bis++ 

+bis+++ 
+bis+++ 
+bis+++ 








| l| l = 





Bei St. 90 wurden die Parasiten durch '/ioọ g stets zu 
dauerndem Verschwinden gebracht; !/,,, g übte meistens noch 
starke Wirkung aus, die sich darin zeigte, daß das Blut lange 


Zeit von Trypanosgmen frei blieb. 
Biochemische Zeitschrift Band 81. 20 
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Tabelle XV. 




























Kk n bo g o bo ; 2 
88 | š aog Ergebnis der Behandlung E 
= E SS 35 S= keine |unvollkommene| volle | Ë _ 
2| Sas ° = : 
s 8 5 58 SE es Wirkung E 
Š Ë 
ä ° |=3| 5858 schwach | stark š 

























+++ 
+bis+++ 
+bis+++ 
+bis+++ 


St.4 war gegen Gaben von +/ioo g unempfindlich. Mit 
lj. g wurde in der Minderzahl der Fälle Heilung erzielt; auch 
mit '/,, g wurden die Parasiten nur in einzelnen Fällen zu 
dauerndem Verschwinden gebracht. 


Tabelle XVI. 









= — 
nOon 
BR 












Trypanoso- 
| menbefund | 


Ergebnis der Behandlung 
keine |unvollkommene| volle 
Wirkung 
= stark 


E. = I 5 | 4,00 Hrbist+r y: — = 

> t +bis+++ 2 4 

Fam Tio | +bist++ 1 = 

" tao +bis +++ 2 

EZ 100 | +bis+++ - = -< 

10 tso | +bis+++ i 1 1 8 1 

Die vom St.4 durch Einzellenübertragung abgezweigten 

Stämme E. Z. I, E. Z. II und E. Z. III verhielten sich wie ihr Aus- 

gangsstamm. Bei E. Z. I konnten die Parasiten mit ?/,, g über- 

haupt nicht aus der Blutbahn entfernt werden. Der Unter- 

schied im Verhalten der Einzelstämme untereinander ist nicht 


wesentlich. 


Stamm 
Anzahl der 
behandelten 

Mäuse 
am Tage der | 
Behandlung 
interkurrent 

t 

























Tabelle XVII 











Ergebnis der Behandlung 
keine |unvollkommene | volle 
Wirkung 
schwach | stark 


Stamm 
Anzahl der 
Mäuse 
Menge des 
Mittels in g 
Trypanoso- 
menbefund 
am Tage der 
Behandlung 
interkurrent 
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Q" Gv v ot cx || behandelten 











soo | )bis+++ 
0 bis+++ 
++bis+++ 
++bis+++ 
+bis+++ 
+bis+++ 





68 
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Mit 1,66 g wurde bei St. 68 vereinzelt Heilung, sonst starke 
Wirkung hervorgerufen. In der Mehrzahl der Fälle übte 1/, g 
noch starken Einfluß aus. Geringere Gaben blieben fast ganz 
wirkungslos. 


Tabelle XVII. 






















8 8 3 Š = I Ergebnis der Behandlung g 
= E 2 = Š 2 275 | keine |unvollkommene| volle Ë 
s35| š 8:5 ë š Wirkung ur 
ER Š p o 8 
<2 |3 =: schwach | stark 3 
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DE 11 
| vewa] co | | | 
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*e| | 111111 


Bei St.89 wurden die Parasiten durch ?/,.. g dauernd 
oder zeitweilig zum Verschwinden gebracht. Starke Wirkung 
war in einzelnen Fällen noch bei */5o g zu bemerken. Ge- 
ringere Gaben blieben wirkungslos. 


Tabelle XIX. 





















g $ a 938 g Ergebnis der Behandlung | $ 
EE à 229,5 |keine |unvollkommene| volle Ë 
voj o D bo 3 
s| #2 £ SE Wirkung ar 
= al S = 2 g = k 8 
R- == BERM schwach | star! = 
5 5 = =s = 
5 5 _ = = 
5 5 — = NF. 
5 4 _ u = 
5 1 == £= 9 
5 = _ — 1 
5 — — 8 ==: 
5 Hbis++ | — = 4 1 








Die Trypanosomen des St. 63a wurden durch 1/ g in 


der Mehrzahl der Fälle dauernd aus dem erkrankten Organis- 
s 20* 
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mus vertrieben. Starke Wirkung zeigte sich ausnahmsweise 
noch bei '/,» g. Bei geringeren Gaben blieb die Wirkung aus. 



















Tabelle XX. 
- = == 
53 & š s: 23% E Ergebnis der Behandlung E 
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m 


5 ++bis+++ — — 1 
5 ++bis+++ = = = 
30 5 +bis+++ 5 — — 
5 (+)bis +++ 5 — - 
0 7 — 1 
5 1 4 a 


+bis+++ 
++ bis+++ 








Bei St. 30 ließ sich mit 1/3% g stets eine starke Beein- 
flussung erreichen. Geringere Gaben waren nicht deutlich wirk- 
sam. Bei t/o g wurde keine Heilung, wohl aber starke Be- 
einflussung erzielt. Bei '/,, g trat meistens Heilung ein. 

In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der Versuche so 
angeordnet, daß sie nach dem Hundert der behandelten Mäuse 
berechnet unmittelbar miteinander verglichen werden können. 
Dabei wurden die Zahlen der prophylaktischen und der thera- 
peutischen Versuche nebeinander gestellt und zwar so, daß in 
der Doppelkolumne I die enthalten sind, bei denen die Behand- 
lung ohne Wirkung blieb, in der Doppelkolumne II die, bei denen 
unvollkommene und in der Doppelkolumne III die, beidenen voll- 
kommeneWirkung erzielt wurde. Es wurdesodann versucht, die Em- 
pfindlichkeit der Stämme gegen Arsacetin bei prophylaktischer und 
bei therapeutischer Behandlung auf einen zahlenmäßigen Aus- 
druck zu bringen. Dabei wurden für jeden Stamm alle Fälle be- 
rücksichtigt, in denen sich das Heilmittel irgendwie wirksam 
erwies. Es mußte aber zum Ausdruck kommen, daß 
die Empfindlichkeit um so größer ist, je geringer die Dosis 
war, die eine Reaktion hervorrief. Die stärkste Gabe, die an- 
gewendet wurde, war 1/,, g, die schwächste 1/ o g; geringere 
Gaben kamen nur in einzelnen Fällen zur Verwendung und 
blieben daher bei dieser Berechnung unberücksichtigt. Der 
Betrag der schwächsten Dosis ist um das 16fache geringer als 
der der Höchstgabe. Zeigte sich bei t/o g eine Reaktion, so 
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Tabelle XXI. 
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I III IV V VI | VII 
s= | Be | az | 88 | = | š í. gs| asg] 88 s3 
e>le3 | 22 | SZ I 2e> | 327| E82 | 52|1|22 | s= Š 8 
EEJ EJER EE Ea] EREE] as EIE 23 
Behandlung | Behandlung | Behandlung | Behandlung | Behandlung | 3 A : 8 S 
ohne Wirkg.|mitunvollk.| mit vollk. Empfind- |Reihenf.d. St. |2 RAEE RA 
bei °/ọ der |Wirkg. bei °/,|Wirkg. bei/,| lichkeits- [nach d. Emp-|2 $ 34.5 8 

Mäuse der Mäuse | der Mäuse Index findl.-Index ale ša 
25,0 | 10,00] 43,2 | 16,67] 0,11 | 7 7 |oo] 7 
20,9 | 689] 4,8 | 79,31 [| 74,3 | 13,79| 0,53 | 0,87 6 1 0,70 4 
23,33 | 23,81 | 13,33 | 42,86 63,33 | 33,33 | 0,64 | 0,62 4 5 0,64 6 
23,6 | 30,77 | 25,5 | 61,54| 50,9 | 7,69] 0,62 | 0,63 Š 4 0,65 5 
0 | 2093] 27,1 | 58,14| 72,9 | 20,93 | 1,00 | 0,68 1 3 0,84 1 
1212 3333] 36,36 | 40,74 | 51,51 | 2592| 0,70 | 0,72 3 2 0,71 3 
0 | 34,21| 53,8 | 52,63] 46,2 | 13,16ļ 1,00 | 0,49 |2(=1) 6 075] 2 











wurde angenommen, daß die ihr entsprechende Empfindlich- 
keit 16mal so groß sei wie die bei '/,, g vorhandene, die als 
1 betrachtet wurde; dementsprechend wurden die zwischen den 
beiden Extremen liegenden Werte, nämlich 1/4% g mit 12, */s00 É 
mit 8, 1/08 mit 6, */ioo g mit 4 und '/,, g mit 2 in die Rech- 
nung eingesetzt und die nach Prozenten berechnete Anzahl der 
Mäuse mit dem entsprechenden Faktor multipliziert.!) Rea- 
gierten von je 5 Mäusen, die mit '/,, g, */100 g und '/, o g be- 
handelt worden waren, 5, 4 und 1, oder in Prozenten ausge- 
drückt, 100, 80 und 20, so wurden diese Zahlen mit 1, 4 und 
12 multipliziert. Die Summe der dadurch gewonnenen Aus- 
drücke wurde sodann durch die Prozentzahl aller behandelten 
Tiere dividiert und das Resultat auf 1 reduziert. Als 1 wurde 
die Empfindlichkeit betrachtet, wenn sämtliche überhaupt be- 
handelten Mäuse eines Stammes auf das Heilmittel in irgend- 
einer Weise positiv reagierten. Das war der Fall bei prophy- 
laktischer Behandlung der Stämme 89 und 90 Fl. Die auf 


1) Nicht immer war es nötig, alle Abstufungen des Heilmittels an- 
zuwenden. Wenn z. B., wie bei St. 4 die Gabe von */2% g auf 100°, 
der Versuchstiere ohne Wirkung blieb, oder wie bei St. 90 die Dosis 
von !/,oo g auf 100°, vollkommen wirkte, so durfte angenommen werden, 
daß geringere oder höhere Gaben an dem Ergebnis des Versuchs nichts 
mehr ändern würden. Bei der Berechnung der Empfindlichkeit wurde 
hierauf Rücksicht genommen und solche fehlenden Werte sachgemäß 
ergänzt. 


800 E. Teichmann: 


diese Weise berechneten Empfindlichkeits-Indices sind in der 
Doppelkolumne IV und die Reihenfolge der Stämme nach ihrer 
Empfindlichkeit in Doppelkolumne V aufgeführt. Die Kolumnen 
VI und VII endlich enthalten den Mittelwert aus den für pro- 
phylaktische und therapeutische Behandlung berechneten Indices 
und die sich danach ergebende Reihenfolge der Stämme. 

Wenn zunächst von St. 4 abgesehen wird, so darf aus dem 
Vergleich der beiden Versuchsreihen geschlossen werden, daß 
die geprüften, aus Deutsch-Ostafrika stammenden Nagana- 
stämme in Mäusen gegen Arsacetin nicht gleich empfindlich 
sind. Sie sind zwar sämtlich durch dieses Mittel zu beein- 
flussen, aber sie setzen ihm geringeren oder kräftigeren Wider- 
stand entgegen. Am deutlichsten treten diese Unterschiede bei An- 
wendung der prophylaktischen Methode hervor. Die Stämme 89 
und 90 Fl. zeigen hierbei eine so ausgesprochene Empfindlichkeit, 
daß selbst bei der geringen Gabe von '/,. g eine Reaktion 
niemals völlig ausblieb. Ihnen stehen die Stämme 30, 68 und 
63a gegenüber, deren Empfindlichkeits-Index erheblich unter 1 
sinkt, während St. 90 eine mittlere Stellung einnimmt, die ihn 
aber der des St. 90 FI., der aus ihm hervorging, nähert. 

Auf einen Umstand, der gelegentlich der später zu schil- 
dernden Versuche mit Kaliumantimonyltartrat nochmals zu er- 
wähnen sein wird, sei schon hier hingewiesen. Es fällt auf, 
daß die Anzahl der Fälle, in denen vollkommene Wirkung er- 
zielt wurde, bei Prophylaxe wesentlich größer ist als bei kura- 
tiver Behandlung. Das läßt sich wohl daraus erklären, daß 
bei meinen Versuchen die Anzahl der Trypanosomen, die im 
Körper der Maus zu der Zeit vorhanden ist, da dieser das Heil- 
mittel aufnimmt, in jenem Falle viel geringer ist als in diesem 
und so die Möglichkeit, daß das Gift auf die Parasiten einwirkt, 
dort größer sein muß als hier. 

Bemerkenswert ist es ferner, daß sich ein und derselbe 
Stamm gegen die prophylaktische Behandlung anders ver- 
halten kann wie gegen die therapeutische. Am deutlichsten 
tritt das bei St. 30 hervor. Trotz der hohen Zahl von Fällen, 
in denen hier bei prophylaktischer Gabe des Heilmittels vollkom- 
mene Wirkung erzielt wurde, steht der Stamm in seiner all- 
gemeinen Empfindlichkeit gegen Arsacetin bei dieser Anwendung, 
abgesehen von St. 4, an letzter Stelle, während er trotz der 
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geringen Zahl Dauerheilungen, die er aufzuweisen hat, bei kura- 
tiver Behandlung die erste Stelle in der Empfindlichkeit ein- 
nimmt. Das umgekehrte Verhältnis zeigt sich bei St. 90 Fl., 
der der prophylaktischen Behandlung weit zugänglicher ist als 
der Therapie. Die übrigen Stämme bieten in dieser Beziehung 
ein ziemlich gleichmäßiges Bild dar. Wird nun aus den beiden 
Empfindlichkeits-Indices das arithmetische Mittel genommen 
und danach die Reihenfolge der Stämme bestimmt, so ergibt 
der Vergleich, daß diese mit jener fast völlig übereinstimmt, 
die sich aus den prophylaktischen Versuchen ergab. Diese 
Tatsache spricht wohl dafür, daß das dabei befolgte Verfahren 
zur Feststellung der Empfindlichkeit von Naganastämmen gegen 
chemische Mittel geeigneter ist als das therapeutische. 

Aus der Tabelle ist weiter zu entnehmen, daß die Viru- 
lenz der Stämme in keiner Beziehung zu ihrer Empfindlichkeit 
steht. 

Es fragt sich nun, ob die Empfindlichkeitsunterschiede der 
Stämme, wie sie in Versuchen mit Mäusen hervortreten, so groß 
sind, daß sie in der Praxis der Naganabekämpfung in Rechnung 
gezogen zu werden verdienen. Wenn sich die Stämme hin- 
sichtlich ihrer Arsenempfindlichkeit in Großtieren ebenso ver- 
halten wie in Mäusen, so würden die Gaben, die nötig wären, 
um sichere Heilung zu erzielen, in weiten Grenzen schwanken. 
In Deutsch-Ostafrika ist das Urteil über den Wert des Arsens 
als Mittel gegen Nagana nicht einheitlich. In manchen Fällen 
soll es so gut gewirkt haben, daß erkrankte Tiere völlig wieder 
hergestellt wurden, in anderen dagegen wurde ihm nur eine 
vorübergehende oder auch gar keine Wirkung zugeschrieben. 
Es mag sein, daß hierbei Empfindlichkeitsunterschiede der Na- 
ganastämme eine Rolle spielen und daß die Mißerfolge auf 
Rechnung zu geringer Arsengaben zu setzen sind. 

Auf diese Verhältnisse sollte bei der Naganatherapie ge- 
achtet werden. Zu einer gebieterischen Forderung würde das 
zu erheben sein, wenn der hohe Grad von Unempfindlichkeit 
gegen Arsen, wie er bei St. 4 hervortritt, nicht nur eine Aus- 
nahme ist. Nach den hier mitgeteilten Versuchsergebnissen 
ist der St. 4 bei Mäusen prophylaktisch und therapeutisch nur 
durch Arsacetingaben zu beeinflussen, die an der Grenze der 
für diese Tiere noch ertragbaren Menge liegen. Aber selbst 
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bei Anwendung solcher Gaben ist nicht mit Sicherheit auf einen 
völligen Erfolg zu rechnen. Die Trypanosomen des Stammes 
müssen mithin als arsenfest gelten.. Kann nun etwas darüber 
ausgesagt werden, worauf diese Arsenfestigkeit zurückzu- 
führen ist? 

Um hierauf eine Antwort zu finden, ist es nötig, die Ge- 
schichte des Stammes, soweit es angeht, zurück zu verfolgen. 
Der St.4 wurde im Jahre 1911 aus dem „Institut für Schiffs- 
und Tropenkrankheiten“ zu Hamburg bezogen und seitdem im 
hiesigen Institut in Ratten und Mäusen gehalten!). Über seine 
Geschichte war nichts Näheres zu erfahren. Es ist jedoch zu 
vermuten, daß er mit dem Stamm „Togohengst* [Martini?)] 
identisch ist, der seinerzeit von einem Pferde aus Togo ge- 
wonnen wurde, das dem Berliner Zoologischen Garten über- 
wiesen worden war. Dieser Stamm hat nun seinen Weg in 
eine Reihe von Forschungsstätten gefunden. So wurde er 
auch im „Institut für Infektionskrankheiten Robert Koch“ ge- 
halten und von diesem dem „Kaiserlichen Gesundheitsamt“ 
überlassen. Von ihm bezog ihn auch das hiesige Institut und 
hat ihn als St. 5 fortgezüchtet. Wie eingehende Versuche von 
Braun und Teichmann?) dartaten, ist er mit dem aus Ham- 
burg bezogenen St. 4 in immunisatorischer Beziehung identisch. 
Es handelt sich bei diesen beiden Stämmen also höchstwahr- 
scheinlich um ein und denselben Stamm. Laveran und 
Mesnil‘) haben ihn auf Grund der Ergebnisse von Kreuzino- 
kulationen Mesnils und Brimonts®), obgleich er morpho- 
logisch von Trypanosoma brucei nicht unterschieden werden 
kann, als Trypanosoma togolense von der Nagana des Zulu- 
landes abgetrennt. 


1) Braun, H., und E. Teichmann, Versuche zur Immunisierung ~ 
gegen Trypanosomen. Jena 1912, S. 7. 

2) E. Martini, Untersuchungen über die Tsetsekrankheit zwecks 
Immunisierung von Haustieren. Ztschr. f. Hyg. u. Infektionskrankheiten 
1905, 50. 

3) Braun, H., und E. Teichmann, Versuche zur Immunisierung. 
S. 27 u. 30. 

4) Laveran, A., und F. Mesnil, Trypanosomes et Trypanosomi- 
ases, 2. Aufl. Paris 1912, S. 471 ff. 

5) Mesnil und Brimont, Sur les propriétés protectives du sérum 
des animaux trypanosomies. Ann. Inst. Past. 1909, 23. 
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Da bisher keine Untersuchungen über das Verhalten west- 
afrikanischer Naganastämme gegen Arsacetin vorliegen, so be- 
steht die Möglichkeit, daß diesen Trypanosomen generell eine 
größere Widerstandsfähigkeit gegen jenes Mittel zukommt, als 
es bei den ostafrikanischen Naganastämmen beobachtet wurde. 
Gegen diese Annahme spricht freilich der Umstand, daß mit 
einem anderen Arsenpräparat, dem Arsenophenylglycin, in 
Westafrika gute Resultate erzielt wurden [Schilling!); Mesnil 
und Kerandel?)]. Es ist daher nicht auszuschließen, daß der 
hier in Rede stehende Naganastamm eine Ausnahme bildet und 
daß seine Arsenfestigkeit auf künstliche Beeinflussung zurück- 
zuführen ist, sei es nun, daß der Togopony mit Arsen behan- 
delt worden war, bevor der Stamm von ihm gewonnen wurde, 
sei es, daß er im Laufe seiner Wanderung durch europäische 
Institute irgendeinmal mit Arsen in Berührung kam und so 
unempfindlich dagegen wurde. Daß Trypanosomen Arsenfestig- 
keit sehr lange Zeit unverändert beibehalten können, hat sich 
ja seit P. Ehrlich?) oft bestätigt. Wo daher in europäischen 
Laboratorien ein solcher „spontan“ arsenfester Naganastamm 
auftaucht, liegt bis zum Beweise des Gegenteils die Ver- 
mutung nahe, daß es sich um den hier besprochenen Stamm 
„Togohengst“ handelt. 

Aus dem „Institut für Schiffs- und Tropenkrankheiten“ 
ist noch ein zweiter „spontan“ arsenfester Trypanosomenstamm 
hervorgegangen. L. Halberstädter hat mitgeteilt, daß er aus 
diesem Institut einen Mal de Caderasstamm erhielt, der gegen 
Arsenikalien (Atoxyl, Arsacetin, Salvarsan, Arsenophenylglycin) 
eine „hochgradige, zum Teil absolute Festigkeit“ besaß. Dieser 
Stamm wurde s. Z. von einem kranken Pferd in Brasilien ge- 
wonnen und in Hamburg in Ratten und Mäusen gehalten; 
weder Pferd noch Passagetier sind mit Arsenikalien behandelt 
worden‘). 

Um zu prüfen, ob vielleicht Trypanosoma equinum generell 
unempfindlich gegen Arsen sei, bat ich das „Institut für 


1) Schilling, C., Arch. f. Schiffs- u. Tropenhyg. 13, 1, 1909. 

2?) Mesnil und Kerandel, Bull. Soc. Path. exot. 2, 402, 1909 u. 
3, 732, 1910. 

®) Berl. klin. Wochenschr., März 1907. 

4) Arch. f. Schiffs- u. Tropenhyg. 16, 641ff., 1912. 
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Schiffs- und Tropenkrankheiten“ mir einen Mal de Caderas- 
stamm zu überlassen. Es wurde mir ein Stamm zugeschickt, 
den das Hamburger Institut am 13. Februar 1914 vom „In- 
stitut für Infektionskrankheiten“ erhalten und in Kaninchen 
und Mäusen fortgezüchtet hatte. Die mir übersandten Mäuse 
waren vom Kaninchen aus infiziert worden. Dieser Stamm 
war gegen Arsacetin empfindlich. Mit */iœoọ g konnten die 
Trypanosomen stark infizierter Mäuse zum dauernden Ver- 
schwinden gebracht werden. Auch ein Durinestamm, den ich 
zur gleichen Zeit aus Hamburg erhielt und den das dortige 
Institut am 22. Oktober 1906 vom „Kaiserlichen Gesundheits- 
amt“-übernommen hatte, erwies sich gegen Arsacetin empfind- 
lich. Dieser Stamm war ebenfalls vom Kaninchen auf die mir 
zugesandten Mäuse überimpft worden. Schließlich habe ich 
auch noch einen Naganastamm aus Hamburg auf sein Verhalten 
gegen Arsacetin geprüft!), Diesen Stamm hatte das „Institut 
für Schiffs- und Tropenkrankheiten“ am 29. Januar 1913 von 
Dr. Halberstädter aus Berlin bezogen. Er war in Mäusen 
und Kaninchen gehalten und von dem letztgenannten Tier 
auf die mir zugesandten Mäuse abgeimpft worden. Dieser 
Stamm reagierte auf j| , g Arsacetin, therapeutisch angewandt, 
in keiner Weise, war also arsenfest. 

Es wäre gewagt, eine Vermutung darüber auszusprechen, 
was es mit dem arsenfesten Mal de Caderasstamm auf sich hat. 
Jedenfalls sind nicht alle Mal de Caderastämme „spontan“ un- 
empfindlich gegen Arsenikalien. Dagegen darf wohl angenommen 
werden, daß der von Dr. Halberstädter dem Hamburger 
Institut übersandte Naganastamm derselbe ist, den dieses In- 
stitut auch früher schon besaß, nämlich der Stamm „Togo- 
hengst“. Dafür spricht außer seiner Unempfindlichkeit gegen 
Arsen auch der Umstand, daß er mit dem St. 4 des hiesigen 
Instituts immunisatorisch identisch ist, was durch Versuche 
festgestellt ist, die in dieser Richtung angestellt wurden. 

Wie bereits mitgeteilt, hat P. Ehrlich angegeben’), ein 
Nagana-Rezidivstamm habe sich gegen Trypanrot anders ver- 


1) Dem „Institut für Schiffs- und Tropenkrankheiten“ zu Hamburg 
danke ich bestens für die Überlassung der genannten Trypanosomen- 
stämme. 

1) Studies in Immunity, S. 692. 
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halten wie sein Ausgangsstamm. Ritz!) machte dieselbe Be- 
obachtung mit Bezug auf Trypanblau und andere chemothera- 
peutische Substanzen. Er fand, daß Rezidive eines gegen Try- 
panblau absolut festen Ausgangsstammes bei Gaben geheilt 
wurden, die fast den dritten Teil der beim Ausgangsstamm 
unwirksamen Mengen betrugen. Ich prüfte einen gegen die 
Antikörper des Ausgangsstammes festgewordenen Abkömmling 
des arsenunempfindlichen St. 4, der aus einem Meerschweinchen 
gewonnen wurde (St. 4 sf.) Der Versuch wurde mit Mäusen 
angestellt. Es zeigte sich, daß bei dem antikörperfesten Stamm 
vielleicht eine sehr geringe Steigerung der Empfindlichkeit gegen 
Arsacetin stattgefunden hatte. Doch gelang es auch hier nicht, 
mit !/,.0 g prophylaktisch gegeben die Infektion zu verhindern, 
und selbst bei '/,,g erkrankten noch 2 von 5 Mäusen. Ein 
einigermaßen ausgesprochener Unterschied zwischen Ausgangs- 
stamm und antikörperfestem Derivat ist mithin nicht zu be- 
merken. Einzelheiten sind aus der folgenden Tabelle zu ent- 
nehmen. 
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Auch das Verhalten des St. 88 gegen Arsacetin wurde ge- 
prüft. Dieser Stamm, über den nähere Angaben bei Braun 
und Teichmann?) zu finden sind, ist vom 6. Januar 1913 
an in Meerschweinchen gehalten worden; im Januar 1913 war 
er auf seine antigenen Eigenschaften untersucht und als immu- 
nisatorisch mit St.4 identisch erwiesen worden. Durch die 
Meerschweinchenpassagen ist der Stamm gegen die Antikörper 


1) Ritz. Über Rezidive bei experimenteller Trypanosomiasis. Med. 
Wochenschr. 40, 1358, 1914. 

s) Erfahrungen über die tierischen Trypanosomenkrankheiten 
Deutsch-Ostafrikas, S. 15ff. 
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seines Ausgangsstammes fest geworden. Zu den folgenden Ver- 
suchen wurde er auf Mäuse überimpft und therapeutisch gegen 
Arsacetin geprüft. Die Tabelle zeigt, daß er gegen dieses 
ebenso unempfindlich war wie St. 4. 
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Schließlich ist in diesem Zusammenhang ein Vergleich 
zwischen dem Verhalten der chronischen und der akuten Form 
des St. 63 angebracht (vgl. Tabelle IX und X). Die chronische 
Form dieses Stammes ist gegen das Serum der akuten Form 
fest; dagegen wirkt das mit der chronischen Form erzeugte 
Serum auf die akute Form. Bei prophylaktischer Arsacetin- 
behandlung ergaben sich die in der folgenden Tabelle ange- 
gebenen Zahlen. 


Tabelle XXIV. 

































Prophylakt. | Prophylakt. | Prophylakt. 
Behandlung | Behandlung | Behandlung | ProPhylakt. 
Stamm keine Wirkg. | unvollkomm. | volle Wirkg. Em inde 
bei °/, Wirkg. bei bei %/, liol koit 


Mäuse 0J Mäuse Mäuse 


63 21,05 13,16 65,79 0,61 
chronisch 
63 23,33 13,33 63,33 0,64 
akut 








Auch hier ist ein einigermaßen deutlicher Unterschied in 
dem Verhalten der beiden demselben Stamm angehörigen Formen 
nicht zu bemerken. > 

In keinem der drei Fälle trat also ein Unterschied in der 
Empfindlichkeit gegen Arsacetin zwischen serumfester und 
nichtserumfester Form desselben Stammes hervor. 
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3. Versuche mit Kaliumantimonyltartrat. 


Kaliumantimonyltartrat ist für Mäuse ein sehr starkes 
Gift. Gaben von mehr als 1/, oo g werden im allgemeinen 
schlecht vertragen, und selbst bei Dosen, die erheblich geringer 
sind, geht häufig eine Anzahl der Versuchstiere an der Wirkung 
des Medikaments zugrunde. Es ist bemerkenswert, daß das 
in viel stärkerem Maße hervortritt, wenn das Mittel prophy- 
laktisch angewandt, als wenn es therapeutisch verabreicht 
wird. Das hat seinen Grund wohl darin, daß in diesem Falle 
die zahlreich im Blute vorhandenen Parasiten das Gift binden 
und es so für den Mäuseorganismus unschädlich machen. Aus 
einem Vergleich der beigefügten Tabellen geht die Tatsache 
selbst deutlich hervor. Eine Ausnahme scheint der therapeu- 
tische Versuch mit St. 30 (Tabelle XXXVII) zu machen, insofern 
hier schon bei sehr geringen Gaben Mäuse als interkurrent einge- 
gangen aufgeführt werden. Es ist jedoch zu berücksichtigen, 
daß der protrahierte Verlauf, den die Krankheit bei diesem 
Stamm nimmt, eine sehr lange Beobachtungszeit bedingte, die 
stets erst abgeschlossen wurde, wenn sämtliche Infektionskon- 
trollen gestorben waren; damit nimmt natürlich die Gefahr zu, 
daß Tiere aus zufälligen Ursachen während des Versuchs ein- 
gehen. 


a) Prophylaktische Behandlung. 


Bei den prophylaktischen Versuchen wurden im allgemeinen 
Gaben verabreicht, die zwischen !/ 6 g und !/,o00 8 liegen. 
Werden geringere Mengen verwendet, so wird keine Beein- 
flussung mehr erzielt; werden die Gaben über !/, 0 8 gestei- 
gert, so wächst die Gefahr einer tödlichen Wirkung auf die 
Versuchstiere erheblich. Die Abstufung der Gaben ist aus den 
Tabellen zu ersehen. Das Mittel wurde immer in 0,25 ccm 
Kochsalzlösung intraperitoneal verabreicht; die Infektion er- 
folgte unmittelbar danach in der schon beschriebenen Weise. 
Die Lösungen wurden immer frisch hergestellt. 

Über prophylaktische Versuche mit Kaliumantimonyltartrat 
gegen Nagana berichten J. Morgenroth und F. Rosenthal’). 


1) Experimentell-therapeutische Studien bei Trypanosomeninfektionen. 
Zeitschr. f. Hyg. u. Inf. 68, 425, 1911. 
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Danach führte bei dem von ihnen benutzten aus dem „Institut 
für Schiffs- und Tropenkrankheiten“ zu Hamburg bezogenen 
Naganastamm eine Dosis von 0,1 ccm der Verdünnung 1:1000 
(= 1/10000 Z) zu keiner Entwicklungshemmung. Selbst die 
doppelte Menge, also lJ. oo & Tief nur eine geringe Verzöge- 
rung hervor, erst bei 0,3 com 1:1000 —®/,o000 8) trat eine 
deutliche Verzögerung ein, ohne daß jedoch eine zuverlässige 
prophylaktische Wirkung erzielt wurde. Nach dem Ergebnis 
auch dieser Autoren war also die Wahl von !/,,00 g als unterste 
Grenze der zu verwendenden Gaben gerechtfertigt. 


Von den zur Verfügung stehenden Naganastämmen wurden 
folgende gegen Kaliumantimonyltartrat prophylaktisch geprüft: 
St. 90 Fl., St. 4, St. 68, St. 89, St. 63 und St. 30. Die Versuchs- 
ergebnisse sind in den folgenden Tabellen zusammengestellt. 


Tabelle XXV. 




















4 — — — 1 
2 — — 7 1 
— — _ 4 1 
8 — — 9 3 
7 — — 5 8 
2 1 1 4 3 
1 1 3 2 1 
— 3 1 bis 2 8 4 
=M 1 3 3 1 





Prophylaktische Wirkung setzte bei St. 90 Fl. schon mit 
einer Gabe 1/ xo g ein. Es gelang jedoch nur ein Mal, nämlich 
bei Verabreichung von 1/5% g, die Infektion bei sämtlichen 
behandelten Tieren zu unterdrücken. 1/3500 bis */2%00 g kann 
als die Menge betrachtet werden, mit der in der Mehrzahl der 
Fälle das Angehen der Infektion hintangehalten wird. Gaben 
von weniger als 1/ o g blieben ohne merkbare Wirkung. Eine 
große Zahl der behandelten Tiere ging interkurrent ein. 
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Anzahl] | Menge | Ergebnis der Behandlung 


Stamm der be- Mittels ent 
handelten ç erkrankt mit | 
Mäuse m k EM Verzögerung frei T 
g sa |von Tagen| 








5 1000 5 | ae 

10 ae 5 3| 2 

i 5 tas | > s| 2 
20 Me 8 0| 2 

5 ae Es 8| 2 

10 la | 5== 6| 4 


Die prophylaktische Wirkung auf St. 4 setzte bei 1/ oo & 
ein. Mit Gaben von */so0 g an läßt sich das Angehen der 
Infektion mit Sicherheit verhindern. Auch hier ging eine große 
Zahl der behandelten Mäuse interkurrent ein. 


Tabelle XXVII. 














Anzahl Ergebnis der Behandlung | inter- 
Stamm | der be- kurrent 
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5 e000 i Fa > 
10 1) = — 
: 5 ° | — | 2 |2 bis 12 
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St. 68 verhielt sich im allgemeinen wie St. 4. Doch wurde 
mit ?/,000 g nicht in allen Fällen die Infektion unterdrückt. 


Tabelle XXVIII. 








St. 89 verhält sich im wesentlichen wie St. 68. 


310 E. Teichmann: 


Tabelle XXIX. 












Ergebnis der Behandlung 





Y erkrankt mit 
krankt Verzögerung |frei 
|von Tagen 
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Die chronische Form von St. 63 war empfindlicher als die 
vorher besprochenen Stämme. Von !/,,00 g ab kann die Ent- 
wicklung der Infektion fast mit Sicherheit gehemmt werden. 


Tabelle XXX. 








Auf St. 30 wirkte Kaliumantimonyltartrat in Gaben von 
1/000 g an. Die Unterdrückung der Infektion gelang selbst mit 
1/2000 & nicht in allen Fällen, 


Ein Vergleich der Tabellen XXV bis XXX ruft den allgemeinen 
Eindruck hervor, daß die 5 Naganastämme, die bei diesen Ver- 
suchen berücksichtigt wurden, sich gegen Kaliumantimonyltar- 
trat bei prophylaktischer Anwendung nicht sehr verschieden 
verhalten. Dabei fällt auf, wie wenig zuverlässig sich dieses 
Mittel erweist; selbst bei den stärksten Gaben erkrankten ein- 
zelne Tiere genau wie die unbehandelten Kontrollen ohne jede 
Verzögerung. Auf Einzelheiten wird im Zusammenhang mit 
den Ergebnissen der therapeutischen Versuche eingegangen 
werden. 
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b) Therapeutische Behandlung. 


Die Gaben, die bei kurativer Behandlung der infizierten 
Mäuse mit Kaliumantimonyltartrat verwendet wurden, liegen 
im allgemeinen zwischen !/,ooo g und !/,ooo g. Einige Male 
wurde noch unter diese Menge heruntergegangen. Doch wurde 
in solchen Fällen keine Wirkung auf den Verlauf der Infektion 
beobachtet. Die Einspritzung wurde bei einem Trypanosomen- 
befund von (+) bis +++ vorgenommen, doch stets zu einer 
Zeit, wo der Höhepunkt der Infektion noch nicht erreicht war 
und die Versuchstiere bei Infektionen mit akuten Stämmen 
noch mindestens 24 Stunden vor dem Tode standen. 


Über die Wirkung des Brechweinsteins auf den Verlauf 
der Nagana bei Mäusen machen M. Tsuzuki?), sowie J. Morgen- 
roth und F. Rosenthal?) Angaben, die nicht ganz im Ein- 
klang miteinander stehen. Tsuzuki erklärt, daß bei 0,0003 g 
keine Rezidive auftraten; das Mittel wurde bei einem Try- 
panosomenbefund von ++ eingespritzt. Der Autor hält 
Kaliumantimonyltartrat für „ein geradezu ideales Mittel“ wegen 
seiner Unschädlichkeit für Mäuse. Morgenroth und Rosen- 
thal geben an, daß selbst bei 0,3 ccm 1: 1000 (= 0,0003 g) und 
0,4 ccm: 1:1000 (==0,0004 g) Rezidive nicht mit Sicherheit 
vermieden werden. Bei 0,0004 g und in noch höherem Grade 
bei 0,0005 g interferiert nach diesen Autoren die Giftwirkung 
des Brechweinsteins und führt in einer Anzahl von Fällen zu 
einer schließlich letal verlaufenden Intoxikation. Meine Ver- 
suche bestätigen im allgemeinen die von Morgenroth und 
Rosenthal gemachten Angaben. Doch trat die toxische Wir-. 
kung des Tartarus stibiatus auf Mäuse, wie schon erwähnt, bei 
kurativer Behandlung weniger häufig hervor als bei prophy- 
laktischer. 


Folgende Stämme wurden gegen Kaliumantimonyltartrat, 
therapeutisch verabreicht, geprüft: St. 90 Fl., St. 90, St. 4, St. 68, 
St. 89, St. 63a und St. 30. 


1) Die Kombinationstherapie der Trypanosomeninfektion. Zeitschr. 
f. Hyg. u. Inf. 68, 383ff., 1911. 
2) Experimentell-therapeutische Studien bei Trypanosomen. Zeitschr. 
f. Hyg. u. Inf. 68, 421 ff. 1911. 
Biochemische Zeitschrift Band 81. 21 
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Bei 0,0001 g machte sich in wenigen Fällen eine schwache 
Wirkung auf St. 90 Fl. bemerkbar, so daß sich der Krankheits- 
verlauf um ein geringes verzögerte. Deutlicher trat die Wir- 
kung bei Gaben von 0,00015 g hervor. Mit 0,0002 g wird in 
den meisten Fällen starke Wirkung erzielt, die bei Gaben von 
0,0005 g und mehr ausnahmslos festgestellt wurde. In keinem 
Falle wurde Dauerheilung erreicht. 


Tabelle XXXII. 
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Der St. 90 verhält sich ähnlich wie St. 90 Fl. Auch bei 
ihm wird vereinzelt schon von 0,00015 g ab eine starke Ver- 
zögerung des Infektionsverlaufes festgestellt. Auch hier wurde 
kein Versuchstier dauernd geheilt. 
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Tabelle XXXIII. 
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Bei St. 4 kam es von 0,000175 g an in mehreren Fällen 
zu dauernder Beseitigung der Parasiten aus dem Blut; mit 
0,00075 g wurden sämtliche Versuchstiere geheilt. 


Tabelle XXXIV. 
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0,00015 g ließ keine Beeinflussung des St. 68 erkennen. 
Auch 0,0002 g übt nur vereinzelt stärkere Wirkung aus. Dauer- 
heilungen kamen auch bei den größten Gaben nicht zur Be- 


obachtung. 
21* 
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Tabelle XXXV. 
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Bei St. 89 brachten Gaben von 0,0004 g an die Parasiten 
in mehreren Fällen dauernd zum Verschwinden. Starke Wir- 
kung wurde vereinzelt von 0,00015 g an, in fast allen Fällen 
von 0,0003 g ab ausgelöst. 


Tabelle XXXVI, 
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St. 63a war von 0,0002 g an stärker zu beeinflussen. 
Bei 0,0003 g war in der Minderzahl der Fälle geringe, in der 
Mehrzahl erhebliche Verzögerung des Infektionsverlaufes fest- 
gestellt. Eine Dauerheilung wurde nur einmal bei 0,00075 g 
erzielt. 

Auf Grund der in den vorstehenden Übersichten (Tabelle XXV 
bis XXXVII) mitgeteilten Daten wurde in der bereits beschrie- 
benen Weise der Empfindlichkeitsgrad der geprüften Nagana- 
stämme gegen Kaliumantimonyltartrat berechnet (Tab. XXXVIII). 
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Tabelle XXXVII. 
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Auf St. 30 hatte 0,0001 g vereinzelt starke Einwirkung; 
bei 0,0002 g trat diese ausnahmslos ein. Mit 0,00075 g kam 
einmal eine dauernde Heilung zustande. In zahlreichen Fällen 
starben Versuchstiere interkurrent. 


Tabelle XXXVIII. 
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41,86 | 21,43 66,07 58,14 | 2,50 | 0,31 | 0,34 |4 (=3) 
30 | 27,77 | 8,82 [25,00 | 88,24 [47,22 | 2,94 | 0,21 | 041| 6 
63 |3550 | — | E 2 
63a | — 1251] — |743| — | 288| — |027| — 
68 [32,35 | 40,54 | 8,82 | 59,46 | 58,82| 0 |0,29|017| 5 
89 |3611 35.14 | 8.33 | 54.05 [55,55 10,81 | 039 | 023 1 
9 | — 200| — |7300] — | 0 =... | 10984]! 
90F1.| 31,17 387 | 7,79 | 61,30 [61,04 0 | 0,31 |024| 3 





Ein Vergleich der erhaltenen Werte zeigt, daß sich die 
Stämme auch gegen dieses Heilmittel nicht völlig gleich ver- 
halten. Bei prophylaktischer Behandlung sind die Stämme 30 
und 89 durch die größte Differenz voneinander getrennt; die 
übrigen, nämlich St. 4, St. 63, St. 68 und St. 90 Fl. stehen ziem- 
lich in der Mitte zwischen den beiden erstgenannten. Auch 
bei therapeutischer Anwendung des Medikaments ergeben sich 
Unterschiede in dem Verhalten der Stämme. Hier bilden St. 68 
und 30 die Extreme, zwischen denen sich St. 4, St. 63a, St. 89, 
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St. 90 und St. 90 Fl. verteilen. Auch hier fällt es auf, daß 
derselbe Stamm auf prophylaktische Behandlung anders rea- 
gieren kann wie auf therapeutische. Das tritt besonders deut- 
lich bei St. 30 und St. 89 hervor. Werden die arithmetischen 
Mittel aus den beiden Empfindlichkeitswerten genommen, so 
gleichen sich die Unterschiede zum guten Teil ganz aus. Doch 
besteht zwischen dem Verhalten von St. 4, der am empfind- 
lichsten gegen Kaliumantimonyltartrat ist, und St. 68, der sich 
am widerstandsfähigsten zeigt, immer noch ein deutlich aus- 
gesprochener Unterschied. Dagegen rücken die Stämme 30, 
63 und 89 auf der einen, und 90 und 90Fl. auf der anderen 
Seite dicht zusammen. Eine Abhängigkeit zwischen Virulenz 
und Empfindlichkeit besteht auch hier nicht. 

Bemerkenswert ist das Verhältnis der Dauerheilungen, die 
bei prophylaktischer und therapeutischer Anwendung von 
Kaliumantimonyltartrat erzielt wurden. Bei den therapeutischen 
Versuchen ist deren Zahl auffallend klein; bei den Stämmen 68, 
90 und 90Fl. kam es überhaupt nicht zu einer Heilung. Bei 
prophylaktischer Behandlung dagegen wurde schon mit ?/,oo Z 
(= 0,00025 g) in vielen Fällen und bei allen Stämmen die Ent- 
wicklung der Infektion gehemmt. 

Wird, wie es bei diesen Versuchen immer geschah, schwach in- 
fiziert, so ist hiernach die prophylaktische Anwendung des Kalium- 
antimonyltartrats, soweit Dauerwirkung in Betracht kommt, er- 
folgreicher als die kurative. Morgenroth und Rosenthal!) er- 
zielten umgekehrt, wie schon erwähnt wurde, bei therapeutischer 
Verwendung des Mittels stärkere Wirkungen als bei prophylak- 
tischer, und auch bei P. Ehrlich?) findet sich eine solche An- 
gabe. Vielleicht erklärt sich die Verschiedenheit der Befunde aus 
Unterschieden im Trypanosomenbestand der behandelten Mäuse 
zur Zeit der Injektion des Heilmittels. Die Frage, in welcher Form 
der Anwendung Kaliumantimonyltartrat kräftigere Wirkungen 
entfalte, steht nun aber hinter der Tatsache, daß dieses Heilmittel 
als Kurativum fast ganz versagte, an praktischer Bedeutung 
zurück. Die hier erhobenen Befunde lassen sich mit denen 
von Tsuzuki°) nicht in Einklang bringen. Für die hier ge- 
prüften ostafrikanischen Naganastämme kommt Kaliumanti- 

1) 1. 0. 8.425. 


2) Zeitschr. f. ärztl. Fortb. 1909, 721. 
8) 1. e. 8.383 HH. 
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monyltartrat als Heilmittel kaum in Betracht; es wird von 
Arsacetin in dieser Beziehung erheblich übertroffen. Da sich 
aber alle aus Ostafrika eingeführten Stämme hierin gleich ver- 
halten, so darf daraus wohl der Schluß gezogen werden, daß 
die ostafrikanische Nagana überhaupt dem Arsen zugänglicher 
ist als dem Antimon. Demgegenüber ist es nicht ohne Interesse, 
daß der St. 4, der wahrscheinlich westafrikanischen Ursprungs 
ist, gerade der ist, der gegen Arsen fast vollkommen fest, da- 
gegen durch Antimon am wirksamsten zu beeinflussen ist. 
Für den zuletzt genannten Stamm ist mit dem Gesagten 
eine Frage bereits erledigt, die für die übrigen Stämme noch 
der Beantwortung harıt. Daß St. 4 gegen die beiden 
Chemikalien, gegen die er geprüft wurde, nicht gleich empfind- 
lich ist, liegt auf der Hand. Gilt das auch für die übrigen 
Stämme? Die folgende Tabelle stellt die Daten zusammen, 
aus denen die Antwort auf diese Frage entnommen werden kann. 


Tabelle XXXIX. 
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Aus der letzten Kolumne der Tabelle geht hervor, daß 
keiner der Stämme denselben Platz in der Reihenfolge bei 
Arsen und bei Antimon einnimmt. Am ehesten trifft das für 
den St. 89 zu, der nach seiner Empfindlichkeit gegen Arsen an 
erster Stelle, gegen Antimon mit anderen an zweiter Stelle steht; 
ihm zunächst folgt St. 30. Den größten Unterschied in der Emp- 
findlichkeit weist St. 4 auf. Danach muß die Empfindlichkeit 
gegen die beiden Heilmittel für jeden Stamm als spezifisch be- 
trachtet werden. Sie ist je nach der chemischen Substanz, mit 
der er in Berührung gebracht wird, verschieden und muß daher 
für jedes einzelne Mittel besonders bestimmt werden. Für die 
Praxis ergibt sich hieraus die Forderung, daß eine möglichst 
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große Zahl verschiedener Stämme auf ihr Verhalten gegen ein 
Heilmittel geprüft werde, um die sicher wirkende Höchstgabe 
desselben festzustellen. 


Die Ergebnisse, zu denen diese Arbeit kommt, lassen sich 
wie folgt zusammenfassen: 

-1. Die geprüften ostafrikanischen Naganastämme lassen 
hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegen Arsacetin deutliche 
Unterschiede erkennen, die sowohl bei prophylaktischer als auch 
bei therapeutischer Anwendung des Arzneimittels hervortreten. 

2. Der seit langem in europäischen Laboratorien gehaltene 
Stamm 4 (= „Togohengst“) ist gegen Arsen fast unempfindlich. 

3. Dies gilt sowohl für durch Einzellenübertragung ge- 
wonnene als auch für solche Derivate dieses Stammes, die gegen 
die Antikörper desselben fest geworden sind. 

4. Sowohl die geprüften ostafrikanischen Stämme als auch 
der westafrikanische Stamm 4 zeigen Unterschiede in der Emp- 
findlichkeit gegen Kaliumantimonyltartrat. 

5. Die prophylaktische Anwendung von Kaliumantimonyl- 
tartrat ist, soweit Dauerwirkung in Betracht kommt, bei der 
in diesen Versuchen befolgten Methode erfolgreicher als die 
therapeutische. 

6. Arsacetin ist für die geprüften ostafrikanischen Nagana- 
stämme als Heilmittel wirksamer als Kaliumantimonyltartrat. 

7. Nicht jeder Stamm zeigt bei prophylaktischer und bei 
therapeutischer Behandlung mit Arsen oder mit Antimon den 
gleichen Empfindlichkeitsgrad. 

8. Die Virulenz der geprüften Stämme steht in keiner 
Beziehung zu ihrer Empfindlichkeit. 

9. Jeder der in Betracht gezogenen Stämme verhält sich 
gegen Arsen und Antimon spezifisch verschieden. Seine Empfind- 
lichkeit richtet sich also nicht gegen chemische Beeinflussung 
überhaupt; sie muß vielmehr für jedes einzelne Arzneimittel 
besonders bestimmt werden. 


Die Mittel, aus denen die Kosten dieser Untersuchung 
bestritten wurden, sind teils vom Kaiserlichen Kolonialamt, 
teils von Herrn Dr. F. Roeßler in Frankfurt a. M. zur Ver- 
fügung gestellt worden. Beiden Gebern sei auch an dieser 
Stelle bestens gedankt. 


Zur Verwendung des Differentialapparates von Barcroft'). 
Von 
E. Münzer und W. Neumann. 


(Aus dem Prager Handelsspitale.) 
(Eingegangen am 1. März 1917.) 
Mit 6 Figuren im Text. 


Die Bestimmung der Blutgase besitzt, wie die Arbeiten 
der letzten Jahre auf diesem Gebiete erwiesen haben, außer- 
ordentliche Bedeutung, und die Kenntnis des Verhaltens dieser 
Gase vertieft unser Verständnis für eine Reihe physiologischer 
und pathologischer Vorgänge. Ja, das aörotonometrische Ver- 
fahren, d.h. das Verhalten des Blutes gegen Sauerstoff und 
Kohlensäure verschiedener Spannung, wie es auf Rat von 
Zuntz, Loewy und Münzer?) als die ersten beim Studium 
der experimentellen Vergiftungen anwandten, und wie es dann 
Münzer?) und unabhängig von ihm und etwas später Mora- 
witz und Walker) für die menschliche Pathologie empfahlen, 
setzt uns, wie gerade in den letzten Monaten Hasselbalch’°) 
festgestellt hat, in die Lage, „die Wasserstoffzahl des Blutes... 
noch genauer als auf elektrometrischem Wege gasanalytisch 
aus den Mengen der freien und gebundenen Kohlensäure [zu] 
berechnen“. 

Doch die bisherige Methode der Blutgasanalyse erforderte 
große Blutmengen und eine große Apparatur. Sollte also das 
Verhalten der Blutgase, so wie es wünschenswert war, allgemei- 


1) Journ. of Physiol. 87, 12, 1908; 39, 429, 1910; 42, 512, 1912. 
2) Dubois Archiv, Physiol. Abt. 81, 1901. 

3) Zeitschr. f. experim. Path. u. Ther. 16, 1914. 

4) Diese Zeitschr. 60, 395, 1914. 

5) Diese Zeitschr. 78, 143, 1916. 
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nerer Prüfung und Durchforschung zugänglich gemacht werden, 
dann bedurfte es vor allem einer wesentlichen Vereinfachung 
der Methodik. 

Der erste Schritt zu einer solchen Vereinfachung war ge- 
geben durch den von Hüfner und v. Zeynek!) einerseits, 
von Haldane?) andererseits geführten Nachweis, daß, Ferri- 
cyankali einer Blutlösung zugesetzt, bei der Umwandlung des 
Oxyhämoglobins in Met- 
hämoglobin den an das 
Hämoglobin gebunde- 
nen Sauerstoff vollkom- 
men in Freiheit setzt. 
Da für die Kohlensäure 
bereits früher der Nach- 
weis vorlag, daß sie 
durch starke Säuren 
aus dem Blute entbun- 
den wird, so war auf 
diese Weise die Mög- 
lichkeit gegeben, be- 
reits aus kleinen Blut- 
mengen die Blutgase zu 
bestimmen und zu einer 
Methodik der Blutgas- 
analyse mit kleinen 
Blutmengenzugelangen. 
Diese Aufgabe löste mit 
bestem Erfolge Bar- 
croft?); in seinen Diffe- 
rentialapparaten gelingt es, O,- und CO,-Bestimmungen mit 1, 
ja selbst mit 0,1 cem Blut durchzuführen. 

Beschreibung und Prinzip des Apparates. Der Ap- 
parat (Fig. 1) besteht im wesentlichen aus einer U-förmig ge- 
bogenen Capillare, deren beide Schenkel knapp vor dem freien 
Ende durch Hähne A und B abgeschlossen werden können. 





Fig. 1. 





1) Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 460 und 491, 1899. 

2) Journ. of Physiol. 22, 298, 1898; 25, 295, 1900. 

3) Barcroft, The Respiratory Function of the Blood, Cambridge 
1914 (Appendix). 
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Unterhalb der Hähne ist seitlich an jedem Schenkel eine kleine 
Birne von zirka 25 bis 30 cem Inhalt mittelst Schliff ange- 
schlossen, die durch einen gut passenden Glasstopfen luftdicht 
geschlossen werden kann. 

Der in der Capillare befindliche Flüssigkeitsfaden — man 
verwendet jetzt nach dem Vorschlage Barcrofts Nelkenöl!) — 
trennt die beiden sonst möglichst glei- 
chen Räume voneinander, und die 
freien Flächen des Nelkenöls liegen, 
falls die Capillaren gleich sind, in 
gleicher Höhe. Werden nun die Hähne 
beider Schenkel geschlossen und in 
dem einen Raume eine Gasentwick- 
lung hervorgerufen, dann tritt eine 
Druckdifferenz ein. Das Nelkenöl wird 
dementsprechend verschoben, und die 
beiden Menisci zeigen eine Höhendifferenz (h, Fig. 2), deren 
Größe zur Berechnung der Menge des freigewordenen Gases v 
dient, nach der Formel 





Fig. 2. 


vlt + a). (1) 


Indem wir die Ableitung und die Berechtigung dieser von 
Barcroft angegebenen Formel auf später verschieben, be- 
merken wir noch, daß 


V = Volumen jeder der Birnen samt anschließendem Capillar- 
raum, 

P = Barometerdruck in mm Nelkenöl ausgedrückt und 

A = Größe des Querschnittes der Manometercapillare 

ist. 


Da V, A und, beim Arbeiten an einem und demselben 
Tage, auch P konstante Größen darstellen, kann man für den 


1) Das Nelkenöl bewährt sich gut als Sperrflüssigkeit, besitzt aller- 
dings gerade den von Barcroft besonders hervorgehobenen Vorzug 
nicht, daß gerade 10000 mm davon den Atmosphärendruck darstellen. 
Durch diese Angabe B.s erscheint auch Müller (Die Eigenschaften des 
roten Blutfarbstoffs. Handbuch der Biochemie, Gustav Fischer, Jena 1913, 
Ergänzungsband S. 113) irregeführt zu sein, ebenso Hoffmann. (Journ. 
of Physiol. 47, 272, 1913—1914.) 
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Ausdruck (° + 4) auch schreiben: Konstante des Apparates k, 


und die obige Formel (1) bekommt dann die Form 
v=h:k, (2) 


d.h. die jeweils freigewordene Gasmenge ist proportional der 
Höhendifferenz der Menisci und ist gegeben durch das Pro- 
dukt aus dieser Höhendifferenz und der Konstanten k des 
Apparates. 

Die Konstante des Apparates aber ist, wie obige Formel 
ergibt, bestimmt durch 

k=” (3) 

d. h. entwickelt man eine vorher berechnete oder sonst be- 
stimmte Menge Gas v in dem einen Birnenraume und beob- 
achtet die dabei eintretende Niveaudifferenz der Nelkenöl-Me- 


nisci, so ist der Quotient s die Konstante des Apparates bei 


dem betreffenden Barometerdruck. 


Verwendung des Apparates. Zur Verwendung des 
Apparates braucht man also nach den soeben gemachten Aus- 
führungen die Kenntnis verschiedener Größen. 

Arbeitet man nach dem in der Formel (1) gegebenen Aus- 
druck, dann ist die Bestimmung des Querschnittes des Mano- 
meters A und der Fassungsraum der Birnen V nötig. 

Indem wir bezüglich der Einzelheiten der Bestimmung auf 
die Arbeiten von Barcroft und seiner Schüler verweisen, 
möchten wir schon hier betonen, daß die Bestimmung von A, 
worauf übrigens auch Barcroft aufmerksam machte, sehr exakt 
erfolgen muß, da diese Größe bei der Berechnung zweimal 
auftritt, im V und direkt als A. Auch ist die Kenntnis dieser 
Größe erwünscht, um eine Kontrolle für jene Eichwerte zu be- 
sitzen, die nach der später zu beschreibenden Methodik ge- 
wonnen wurden. Es sei deshalb hervorgehoben, daß man die 
genannten Werte, mit dem gleichen Aufwand an Mühe wie 
Barcroft, erheblich genauer bestimmen kann, durch Verwen- 
dung einer Druckvorrichtung analog der Druckvorrichtung PN in 
Fig. 1, die an das obere Ende des Mittelstückes angeschlossen wird, 
als welches eine ungekürzte in !/,.. geteilte 1-ccm-Pipette dient. 
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Diese wird an Stelle des Glasverschlusses G in den Gummistopfen 
eingeführt. Durch Heben und Senken des Niveaurohres N läßt sich 
das Nelkenöl in beliebigem Ausmaße aus der mittleren Pipette in 
die Manometerschenkel treiben und umgekehrt. Man erzielt 
dadurch wesentlich höhere Niveauunterschiede, da man die 
volle Länge der Manometerskala ausnützen kann, und reduziert 
auf diese Weise die Größe der relativen Ablesefehler gegenüber 
dem früheren Verfahren auf einen Bruchteil. 

Da immerhin die ausreichend genaue Bestimmung von A 
Schwierigkeiten bereitet, hat Barcroft versucht, die Ermittlung 
von A zu umgehen, indem er, von den Formeln (2) und (3) 
ausgehend, die Konstante dadurch bestimmt, daß er im Apparat 
aus einer H,O,-Lösung ein bekanntes Volumen O, (v) freimacht 
und die dadurch bewirkte Niveaudifferenz (h) beobachtet. Der 


Quotient beider Größen © gibt die gesuchte Konstante. Zur 


Durchführung dieser Bestimmung empfahl Barcroft Verwen- 
dung einer vorher titrierten H,O,-Lösung, aus der nach Zusatz 
von Schwefelsäure durch KMnO, der Sauerstoff quantitativ frei 
wird. Hierzu braucht man also eine exakt titrierte H,O,- und 
Permanganat-Lösung, die vor dem Eichungsversuche immer 
frisch kontrolliert werden müssen und die Verwendung exakt 
abgemessener Mengen dieser Flüssigkeiten. 

Eine außerordentliche Vereinfachung des Eichungsverfahrens 
brachte Hoffmanns!) Vorschlag, statt Gase in der Birne durch 
chemische Reaktion in Freiheit zu setzen, abgemessene Mengen 
von Luft in diesen Raum einzutreiben. Diese Methode löst 
das Problem der Konstanten-Bestimmung in so einfacher und 
eleganter Weise, daß es wohl das allgemein angewandte 
Eichungsverfahren werden wird, besonders da wir in der Lage 
sind, durch einen kleinen Kunstgriff dasselbe noch weiter zu 
vereinfachen. 

Hoffmann hat sein Verfahren nur ganz kurz mitgeteilt und 
in seinen Fehlergrenzen besprochen. Es erscheint uns daher 
angezeigt, dieses Verfahren etwas eingehender zu erörtern. 
Zunächst‘ geben wir zum besseren Verständnis die von Hoff- 
mann in seiner Arbeit gebrachte Abbildung wieder (Fig. 3), Er 


1) Journ. of Physiol. 47, 272, 1913—1914. 


324 E. Münzer und W. Neumann: 


treibt durch Erheben des mit Wasser gefüllten Niveaurohres D 
eine bestimmte Menge Luft, deren Volumen er direkt an der 
Meßpipette C abliest, in den 
geschlossenen Raum ein. 
Allerdings verteilt sich diese 
Menge auf die zu beiden 
Seiten des Schenkelhahnes 
gelegenen Räume, auf den 
„toten Raum“, das ist der 
Raum vom Schenkelhahne 
bis zur Flüssigkeitsober- 
fläche der Eichpipette C und 
den anderen jenseits des 
Schenkelhahnes gelegenen 
- „Birnenraum“. Durch die 
bei Hoffmann notwendige 
Bestimmung des „toten 
Raumes“ ist das Verfahren 
unnötig kompliziert. Unser 
Fig. 3. Vorgehen macht diese Be- 
' stimmung überflüssig und 
läßt sofort die Menge der Luft feststellen, die nur in den 
„Birnenraum“ getreten ist und den ablesbaren Überdruck 
hervorgerufen hat. 

Ausführung der Bestimmungen. Besser als eine Be- 
schreibung dürfte Fig. 1 unser Vorgehen verständlich machen. 
Wir schließen an den einen Schenkel der U-förmig gebogenen 
Capillare durch ein zweimal rechtwinkelig gebogenes Capillar- 
stück und durch zwischengeschalteten Druckschlauch eine MeB- 
pipette P von 1 ccm Größe ein, die in ?/,.o geteilt ist und 
durch Auswägung kontrolliert wurde‘). Das andere Ende der 
Pipette P ist durch Druckschlauch mit dem Niveaurohr N ver- 
bunden; das ganze System wird in das Wasserbad versenkt. 
Als Sperrflüssigkeit dient Wasser. 





1) Die 1-ccm-Pipetten des Handels können nicht ohne weiteres 
verwendet werden. Wir mußten die ersten beiden verwerfen, da sie Ab- 
weichungen bis zu 19, bzw. 29 cmm zeigten. Die von uns benützte Pi- 
pette hatte Abweichungen bis zu 2 cmm. Dieselben wurden in einer 
Kurve vereinigt, der wir für jede Ablesung die Korrektur entnahmen. 
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Nun zur Ausführung. Wir öffnen zunächst die Hähne A, 
B und C, senken N so weit, daß der Meniscus im unteren 
Teile von P steht, damit wir genügend Spielraum nach oben 
haben, schließen, nachdem sich im ganzen Apparat Atmosphären- 
druck eingestellt hat, die Hähne A und C und notieren den 
Meniscusstand in den beiden Manometercapillaren und der Eich- 
pipette; darauf heben wir das Niveaurohr N, bis im Manometer 
die gewünschte Niveaudifferenz auftritt, schließen Hahn B und 
senken das Niveaurohr so weit, daß in ihm und der Eich- 
pipette P der Wasserstand gleich hoch ist. Die Differenz 
der beiden Pipettenablesungen vor und nach dem Versuche 
gibt uns das Volum des eingepreßten Gases unter den herr- 
schenden Druck- und Temperaturverhältnissen, und diese Größe, 
dividiert durch den Niveauunterschied im Manometer (ev. kor- 
rigiert für eine anfangs bereits vorhandene geringfügige Höhen- 
differenz) liefert die Konstante. Als Beispiel geben wir die 
Daten für die k-Bestimmung bei einem Birnenvolum!) von 
24,33 cem. (Die Birne, die leer 29,4 ccm faßt, war mit 5,07 ccm 
Wasser beschickt worden.) 
Luftdruck — 10483 mm Nelkenöl. 
Eingepreßtes Luftvolum 
in cmm 106 103 138 174 212 264 294 103 267 
Höhenunterschied 
in mm 29,8 28,8 38,9 48,6 60,0 74,8 82,2 29,1 75,9 
k 3,56 3,58 3,55 3,58 3,53 3,53 3,58 3,54 3,52 
Mittelwert von k= 3,55. 


Bei der Messung gibt uns der nach obigem Verfahren ge- 
eichte Apparat das Volum des in der Birne entwickelten Gases 
unter den herrschenden Luftdruck- und Temperaturverhält- 
nissen. Dieses Volum ist dann natürlich nach der bekannten 

vp 
760 1-+ei) 
zieren, wo vy das auf 0° und 760 mm Hg reduzierte, v das 
gefundene Volum, p der Beobachtungsdruck, t die Beobachtungs- 
temperatur und < der Ausdehnungskoeffizient der Gase ist. 


Formel vy = auf Normalbedingungen zu redu- 


1) Unter Birnenvolum wollen wir im nachfolgenden den Raum der 
Birnen plus den Capillarschaltungen bis zam Nelkenöl verstehen. 
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Die beiden soeben angeführten Gleichungen genügen, so- 
lange wir die Messungen unter den gleichen Druck- und Tem- 
peraturverhältnissen vornehmen, bei denen die Eichung vor- 
genommen worden war. Es fragt sich, wie unsere Resultate 
zu korrigieren sind, wenn wir bei anderen Drucken und Tem- 
peraturen messen. Außerdem ist auch der Einfluß des Birnen- 
volums, d.h. des in die Birnen eingefüllten Flüssigkeitsvolums 
zu erörtern, 

Einfluß der Temperatur. Wir haben oben gesehen, 
daß in der Gleichung v = kh das k ersetzt werden kann durch 


r A. Diese 3 Größen sind von der Temperatur unabhängig. 
P p ngig 


Folglich muß es auch das k sein. Unveränderten Druck vor- 
ausgesetzt, gibt uns also die Formel v= kh immer das richtige 
Volum, einerlei bei welcher Temperatur wir arbeiten. Der 
Einfluß der Temperatur macht sich erst bei Umrechnung auf 
Normalbedingungen geltend. 

Einfluß des Druckes. Nicht ganz so einfach verhält 


es sich mit dem Druck. Aus der Gleichung k=% +4 er- 


sehen wir, daß k vom Druck abhängig ist. Bedeutet k die 
Konstante bei dem Eichdruck P und k, beim Messungs- 


druck P,, so gilt k= +a und h= +A. Division der 
1 
; s" ; ; _ (V+ AP, P 

ersten Beziehung durch die zweite ergibt k, =k y APP 
Wir müssen somit, wenn wir beim Druck P, messen, die beim 
(V+ AP) P 

(APP, "ui 
tiplizieren. Diese Umrechnung erfordert die Kenntnis von V 
und A, und es scheint somit einer der Hauptvorzüge der be- 
sprochenen Methode der Konstantenermittlung, daß nämlich 
gerade diese nicht leicht genau zu ermittelnden Größen um- 
gangen werden, illusorisch zu sein. Man kann den Vorteil 
indessen wahren, wenn man den Wert der Konstante bei ver- 
schiedenen Luftdrucken bestimmt und in einer Kurve darstellt. 
Dann lassen sich die Konstanten für alle in Betracht kom- 
menden Druckwerte leicht inter- bzw. extrapolieren. Ist die 
Eichvorrichtung einmal zusammengestellt, so nimmt ja die 


Druck Permittelte Konstante mit dem Faktor 


Verwendung des Differentialapparates von Baroroft. 327 


Konstantenbestimmung nur ganz wenig Zeit in Anspruch. Im 
folgenden sind die berechneten Werte der Konstante für drei 
verschiedene Drucke und 2 Birnenvolumina angeführt: 


Druck P 


in om Hg in mm Nelkenöl für V= 27000 cmm für V = 24000 cmm 


73 10342 k = 3,88 k = 3,58 
75 10625 = 8,81 = 3,52 
77 10905 = 3,74 = 3,46 


Man sieht daraus und noch deutlicher aus der graphischen 
Darstellung in den Kurven der Fig. 4, daß die Abhängigkeit 
der Konstante vom Druck 
praktisch durch eine ge- 
rade Linie dargestellt wird, 39 
was die Interpolation, bzw. 


40 











Extrapolation sehr einfach Fi 

gestaltet. Abweichungen 37 

bis zu 1 cm Hg zwischen š 36 

Eich- und Messungsdruck 

wird man nach den an- 1 

gegebenen Zahlen unbe- 3⁄4 = z T 
rücksichtigt lassen können. Barometerstand 
Darüber hinaus ist eine Fig. 4. 


Neubestimmung der Kon- 
stante erforderlich, bis man die Unterlagen zu einer Korrektur 
auf graphischem Wege besitzt. 

Einfluß des Birnenvolums. Wir haben den Einfluß 
des Birnenvolums auf die Konstante experimentell ermittelt, 
indem wir wie Barcroft das Gasvolum der Birnen durch Ein- 
füllen bekannter Wassermengen verringerten, außerdem haben 


wir die Konstante nach der Formel k 54 A berechnet. Die 


Werte waren die folgenden: 


ccm mm Nelkenöl mm k gefunden k berechnet 
v— 29,4 P=10455 4A=—1,264 — 4,06 = 4,08 
y = 26,36 = 10420 = 1,264 = 3,80 = 3,79 
V= 25,34 = 10420 = 1,264 = 3,66 = 3,70 
y= 24,33 = 10493 = 1,264 = 3,55 = 3,58 


Die Übereinstimmung zwischen den gefundenen und be- 


rechneten Werten ist, wie man sieht, überaus befriedigend. In 
Biochemische Zeitschrift Band 81. 29 
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den Figuren 5 und 6 sind die Verhšltnisse graphisch wieder- 
gegeben. Um die Zahlen vergleichbar zu machen, sind die 
gefundenen k-Werte vor Einzeichnung in die Kurven noch alle 
auf den Druck 10420 mm umgerechnet!), und auch die be- 
rechneten Werte gelten für diesen Druck. Auch hier erhalten 





we 








< 


‚Konstante k berechnet 





28 29 com 





Konstante k gefunden 


26 29 
Volumen der Birne 
Fig. 6. 


wir eine praktisch geradlinige Abhängigkeit, nach der, wenn 
man mit verschiedenen Flüssigkeitsvolumen in den Birnen zu 
arbeiten genötigt ist, der Wert von k leicht inter- oder extra- 
poliert werden kann, sobald man für einige V-Werte diese Größe 
ermittelt hat. 

Ableitung und Diskussion der Formel. Wir haben 


vielfachen Gebrauch von der Formel s= (F+), bzw. 
k= u +4 gemacht. Bei Ableitung dieser Gleichung ist Bar- 


croft ein Irrtum unterlaufen, und es können Zweifel entstehen, 
ob sie zutrifft. Es wird daher nicht überflüssig sein, den Fehler- 
richtigzustellen. Wir wollen bei den folgenden Überlegungen 
alle Drucke in mm Nelkenöl ausdrücken. Ausgehend vom 


1) Wodurch 4,07 anstatt 4,06, 4,09 anstatt 4,08, 3,56 anstatt 3,55. 
und 3,60 anstatt 3,58 steht. 
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Atmosphärendruck P und dem Volum Y in beiden Birnen, 
drücken wir in die rechte eine Gasmenge v, die unter Atmo- 
sphärendruck den Bruchteil zV des Anfangsvolums Y einnimmt. 
Dadurch sinke der Meniscus im rechten Manometerschenkel 
um o mm (Fig. 2), links steige er um ebensoviel. Wenden wir 
die Barcroftsche Betrachtungsweise auf unseren Fall an, so 
würden wir sagen, der Druck sei nun rechts um o mm ge- 
stiegen und links um og mm gefallen, betrüge also rechts P-+o 
und links P— ọ. Das aber ist ein Irrtum')., Der Druck ist 
auch links nicht gefallen, sondern gestiegen, denn bei gleich- 
bleibender Gasmenge hat das Volum abgenommen. Richtig 
ist nur, daß der Druck rechts um 2 o mehr gewachsen ist als 
links. Wir müssen somit zu P—o und P--o noch einen 
Druck p zuaddieren, wobei wir dessen Größe zunächst unbe- 
stimmt lassen können, doch ist von vornherein einleuchtend, 
daß p größer sein muß als o. Wir erhalten dann nach dem 
Eindrücken des Gases links den Druck P+p—-o und rechts 
P-+-p-+-.o. Das Volum links ist durch die Drucksteigerung von 
Pauf P + p — 9 komprimiert worden auf r Die Gas- 
menge rechts würde unter Atmosphärendruck das Volum 
V-- Vz einnehmen, infolge der Drucksteigerung von P auf 
an PDE ein. Da 
P+p-te 

rechts eine Volumzunahme um 0A (A= Querschnitt der Ma- 
nometercapillare) und links eine Volumabnahme um 04 statt- 


gefunden hat, so beträgt der Unterschied der beiden Volumina 
PV + Vz) VP 
P+4p+eo ?r2—e 
Durch Fortschaffen der Nenner und Zusammenziehen der 
gleichnamigen Glieder erhalten wir, wenn wir die ganze Glei- 
chung durch P? dividieren: 





P--p-- o nimmt es jetzt das Volumen 





—=204. 


1) Bei Barcroft liegen die Verhältnisse insofern anders, als er die 
Formel nicht für den Fall einer Gaszufuhr, wie wir, sondern einer 
Gasabsorption ableitet. Er erhält dann auf der einen Seite eine 
Druckzunahme, auf der anderen eine Druckabnahme, offensichtlich der- 
selbe Fehler wie oben, nur mit umgekehrten Vorzeichen, denn durch 
Gasabsorption kann auf beiden Seiten nur Druckverminderung 


eintreten. 
22* 
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Nun sind x, 5 und g kleine Größen, wir können somit 
Produkte aus ihnen (bzw. ihre Quadrate) vernachlässigen, streichen 


2 2 
also die Glieder t, 5 GR und Sr Dann nimmt unsere 
Gleichung die Gestalt an: 


eea (+ 29) 


oder, wenn wir wieder für Vx v einführen und statt 2ọ den 
Höhenunterschied h setzen: 


=+ h+) 
v =h E +45 | . 
Diese Gleichung unterscheidet sich von der Barcroftschen 


nur durch das Glied z und geht in die erstere über, sobald 


2 
man = gegenüber 1 vernachlässigen kann. Dies ist tatsäch- 


lich fast immer der Fall. 
Der Wert von p läßt sich in jedem Versuche mit Leich- 
tigkeit berechnen. Wir haben für die linke Birne 


PV=(P+Pr—o) (V — 4). 
PYV 
P+r—e= Ze 


PV 





auf der rechten Seite also lauter bekannte Größen. Das p 
wird natürlich um so mehr ins Gewicht fallen, je größer die 
Niveaudifferenz ist. In unseren Versuchen betrug der größte 
Höhenunterschied 110,2 mm, daher o = 55,1 mm; es waren hier 
überdies V == 29400 cmm, P= 10455 mm Nelkenöl; A —=1,264; 
p berechnet sich zu 80,1 mm, Z? — 00158, v nach der Bar- 


croftschen Formel zu 449,2 cmm, nach unserer zu 451,3 cmm. 


Verwendung des Differentialapparates von Barcroft. 331 


Im Versuche betrug v 448 cmm. Die Resultate nach den beiden 
Formeln differieren nur um !/,°/,. In einem der Versuche mit 
kleinem Niveauunterschiede (29,9 mm) hatten wir g = 14,95 mm, 
P= 10420 mm, V = 26 360 cmm, p = 22,95 mm; = — 0,0044. 
Die Einführung von p berührt das Resultat in der dritten 
Stelle noch nicht, denn die beiden Formeln ergeben 113,26 resp. 
113,44 cmm, experimentell bestimmt waren 115cmm. Die Bar- 
croftsche Formel kann daher, trotz ihrer nicht ganz 
einwandfreien Ableitung, als ausreichend betrachtet 
werden. Dies ausdrücklich zu beweisen hielten wir für not- 
wendig, denn wenn man bedenkt, daß auf der einen Seite des 
Apparates eine Druckzunahme auftritt, wo Barcroft eine Ab- 
nahme annehmen würde, während auf der andern Seite die 
Druckzunahme mehr als doppelt so groß ist, wie die von Bar- 
eroft in Rechnung gezogene, ist es keineswegs von vornherein 
ersichtlich, daß seine Formel die Verhältnisse praktisch richtig 
wiedergibt. 


Über Fermentbildung. 
3. Mitteilung. 
Von 
Martin Jacoby. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 7. März 1917.) 


Bei der Fortsetzung der Studien „Über Fermentbildung“ 
wurden neue experimentelle Befunde erhalten. Bevor ich je- 
doch die betreffenden Versuche schildere, will ich noch einige 
theoretische Betrachtungen nachtragen, die sich auf die Ver- 
suchsresultute der ersten Mitteilung beziehen. 


= A. 

In der ersten Mitteilung!) wurde berichtet, daß die d- 
Glucose, d-Galaktose, l-Arabinose und d-Arabinose zur Ferment- 
bildung geeignet sind, während die d-Mannose und die Rham- 
nose ungeeignet sind. Wenn man nun die Molekülhälfte dieser 
Zucker sich vergegenwärtigt, die der Aldehydseite der Zucker 
angehören, so ergibt sich eine bemerkenswerte Gesetzmäßigkeit. 

Wir können vier Gruppen unterscheiden: 


OH H d-Glucose 
I. C—C—COH | d-Galaktose 
H OH l-Arabinose 
H OH 
II. C—C—COH d-Arabinose 
OH H 
OH OH 
III. C—C—COH d-Mannose 
HH 


1) Diese Zeitschr. 79, Heft 1/2, 1917. 
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HH 
IV. C—C—COH Rhamnose. 
OH OH 


Die beiden ersten Gruppen sind wirksam, die beiden letzten 
vollkommen unwirksam. Sofort erkennt man, daß Gruppe I 
und II, ebenso wie III und IV zusammengehören. Denn II 
ist nur das Spiegelbild von I, wie IV das von III. Daß die 
optischen Antipoden sich quantitativ ganz gleich verhalten, 
haben wir bei den Arabinosen direkt bewiesen. Man ist also 
berechtigt, nur zwei Gruppen auseinander zu halten, die Gruppe I 
und II, der die Gruppe III und IV gegenübertritt. Der Unter- 
schied ist sehr charakteristisch: Bei den wirksamen Zuckern 
sind die Kohlenstoffe neben der Aldehydgruppe abwechselnd 
an derselben Seite mit einem H-Atom und einer OH-Gruppe 
besetzt, bei den unwirksamen finden sich auf der einen Seite 
der Kohlenstoffe die H-Atome, auf der anderen die OH-Gruppen. 
Außer dieser Anordnung der H- und OH-Gruppen dürfte auch 
die allen in Betracht kommenden Zuckern gemeinsame Aldehyd- 
gruppe von Bedeutung sein. Denn wir haben gesehen, daß die 
den Zuckern entsprechenden Alkohole unwirksam sind. 


Wenn nun auch bisher die beschriebene Gesetzmäßigkeit 
stimmt, so muß man selbstverständlich bei Untersuchung 
weiteren Materials auf Überraschungen rechnen. Von Interesse 
wäre z. B. die Untersuchung der Fucose, die sich als wirksam 
herausstellen müßte. Sollte sich die Regel als gesetzmäßig er- 
weisen, so wäre sie durchaus nicht ohne Analogie auf dem 
Gebiete der chemischen Synthese des Laboratoriums. So hat 
ganz neuerdings v. Braun!) darauf hingewiesen, daß das 
Diphenylmethan-dimethyldihydrazin (CH,[C,H,N(CH,)NH, ]},)sich 
nur mit den Zuckern verbindet, bei denen von den drei be- 
nachbarten CHOH-Komplexen neben der Aldehydgruppe min- 
destens zwei nebeneinanderstehende dieselbe Konfiguration auf- 
weisen. Bei der v. Braunschen Reaktion ist also z. B. wirksam 


OHHH 


C—C—C—COH, 
H OH OH 


1) B. B. 50, 42, 1917. 
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aber unwirksam 

OH H OH 

C—C—C—COH. 

H OH H 
Auch hier ist es gleich, welcher von zwei Antipoden vorliegt. 

Die Bevorzugung der wirksamen Kohlenhydrate könnte 

zwei verschiedene Ursachen haben, zwischen denen man nicht 
ohne weiteres wählen kann. Entweder sind nur die wirksamen 
direkt verwertbar oder nur sie werden von den Bakterien in 
der Art gespalten, daß wirksame 3-Kohlenstoffsubstanzen ent- 
stehen. Alle diese hier sich aufdrängenden Fragen und einige 
sich anschließende müßten später zum Gegenstand einer be- 
sonderen experimentellen Prüfung gemacht werden. 


B. 


Die experimentelle Fortsetzung unserer Studien wandte 
sich der Frage zu, durch welche Substanzen ein Nährboden 
von bekannter Zusammensetzung ergänzt werden muß, damit 
eine kräftige Fermentbildung zustandekommt. In der zweiten 
Mitteilung!) hatten wirals Ausgangsnährboden den von Uschinski 
angegebenen benutzt, dessen organische Substanzen sind: Gly- 
cerin, Ammoniumlactat und asparaginsaures Natron. Da es mir 
wahrscheinlich war, daß die Asparaginsäure als einzige Ver- 
treterin der Aminosäuren vielleicht nicht ausreichend ist, so 
richtete ich meine Aufmerksamkeit in diese Richtung. Eine 
vorläufige Orientierung strebte ich durch Untersuchung von 
Eiweißkörpern an. Als solche wurden der krystallisierte Eiweiß- 
körper des Hanfsamens, das Edestin, und das nach Hammar- 
sten gereinigte Casein gewählt. 

Auch mit 0,01 g Edestin wurden mehrfach noch ansehn- 
liche Steigerungen erzielt. Da aber die Resultate bei dieser 
kleinen Menge unregelmäßig waren, habe ich sie nicht in die 
Tabelle aufgenommen. 

Im Gegensatz zum Edestin ist Casein ganz unwirksam, 
wie in mehreren Versuchen gefunden wurde. 

So wurde z.B. bei Zusatz von 0,1 g Casein (Hammarsten) 
zum Uschinski-Nährboden gefunden: 


1,0 und 1,3, 
1) Diese Zeitschr. 80, 357, 1917. 
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` im gleichen Versuche bei 0,1 g Edestin 
36,2 und 36,9, 
in der Kontrolle 2,0 und 2,3. 

















Tabelle. 
Edestinversuche. 
Menge | | F: 
Mit | Ohne 
des z > Art der Kultur 
En Edestin | Edestin 
| br 
š 0,1 17 1: Uschinski-Nährboden 

0,1 36,2 2,0 

36,9 2,3 ” 
0,1 43,7 1,6 

44,1 1,9 37 
0,1 45,7 3,7 

46,5 4,2 ” 
0,1 Es £ Eisenkultur 
0,05 50,7 6,7 

56,2 9,8 ” 
0,05 B g Uschinski-Nährboden 
0,05 12,7 2,0 Eisenkultur abgeimpft 

14,3 3,2 auf Eisenkultur 


Warum Edestin wirksam, Casein unwirksam ist, läßt natür- 
lich verschiedene Deutungen zu. Vielleicht wird Edestin, der 
pflanzliche Eiweißkörper, von den Bakterien gespalten, Casein 
aber nicht. Eine ähnliche Annahme haben wir früher schon 
diskutiert, um zu erklären, daß von den Disacchariden nur 
Maltose wirksam war. 

Jedenfalls war es nun von besonderem Interesse, die 
Aminosäuren in ihrer Bedeutung für unsere Fragestellung zu 
untersuchen. 

C. 


Die Prüfung der Frage, inwiefern die Aminosšuren an der 
Fermentbildung beteiligt sind, begegnete gewissen Schwierig- 
keiten. Dadurch wurden einige Umwege notwendig, welche 
sich aber schließlich als förderlich für die Klärung erwiesen. 

Schon vor längerer Zeit hatte ich festgestellt!), daß Zusatz 
von Glykokoll zu Bouillonkulturen unserer Bakterien keine 
Steigerung der Fermentbildung bewirkt. Das konnte so erklärt 


1) Diese Zeitschr. 74, 116, 1916. 
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werden, daß entweder in der Bouillon genügend Glykokoll vor- 
handen ist oder Glykokoll nicht notwendig ist, oder sich in 
der Bouillon eine optimale Quantität und qualitative Mischung 
von Aminosäuren findet. In dem Nährboden nach Uschinski 
ist nur die Asparaginsäure als einzige Aminosäure vorhanden. 
Es war nun zu untersuchen, ob im Uschinski-Nährboden nur 
die genügende Menge an Aminosäuren für die Fermentbildung 
fehlt oder ob bestimmte Aminosäuren fehlen. Es wurde ge- 
funden, daß bestimmte Aminosäuren notwendig sind. Zunächst 
geben wir eine tabellarische Übersicht über die Versuche mit 
den unwirksamen Aminosäuren. 

Die Versuche wurden mit je 1cem Uschinski-Kultur an- 
gesetzt, die von einer Bouillon-Kultur abgeimpft und 2 bis 
4 Tage alt war. 











Tabelle. 
Menge der) Mit Ohne 
Aminosäure | Amino- | Amino- | Amino- 
säure säure säure 
Glykokoll 0,05 2,7 1,5 
3,2 2,0 
0,1 1,6 1,3 
2,2 1,5 
Alanin 0,02 1,6 6,2 
3,8 8,8 
0,1 2,9 1,3 
3,2 1,5 
Tyrosin 0,1 2,0 1,0 
3,3 1,4 
0,1 2,5 2,8 
2,9 3,6 
Aminovalerian-| 0,05 11,2 12,7 
säure 12,3 16,4 
0,05 | 6,0 3,7 
4,0 








Die angewandten Aminosäuren (Glykokoll, Alanin, Tyrosin 
und Aminovaleriansäure) sind also nicht imstande, den Uschinski- 
Nährboden so zu ergänzen, daß eine'Fermentbildung möglich 
ist. Ein Einwand gegen dieses klare Resultat wäre denkbar. 
Man könnte glauben, daß die Bakterien überhaupt auf dem 
Nährboden nicht gediehen wären. Dann hätten die Amino- 
säuren selbstverständlich auch nicht die Fermentbildung be- 
wirken können. Dieser Einwand ist aber nichtig, da dieselben 
Kulturen immer gleichzeitig mit dem Aminosäuren-Versuch 
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auch mit anderen wirksamen Substanzen, von denen wir das 
Edestin schon kennen gelernt haben, geprüft wurden, Somit 
steht es außer allem Zweifel fest, daß die in der Tabelle an- 
geführten Aminosäuren nicht fähig sind, den Uschinski-Nähr- 
boden zu ergänzen. 

Durch einen Zufall hatte ich Gelegenheit, einen Nährboden 
zu untersuchen, der im Gegensatz zum Uschinski-Nährboden 
sich durch Aminosäuren ergänzen läßt. Es war einige Zeit 
nicht möglich, für die Herstellung von Nährbouillon Pferde- 
fleisch zu erhalten. Als Ersatz wurde Bouillon aus sogenannten 
Bouillonwürfeln bereitet. Auf diesem Substrat wuchsen die 
Bakterien auch üppig, bildeten aber unregelmäßiger und weniger 
reichlich’ Ferment als auf Pferdefleischbouillon. Die Ferment- 
bildung auf dieser Würfelbouillon wird nun mit Sicherheit durch 
Aminosäuren verstärkt. 


Tabelle. 


Zusatz von Aminosäuren zu Würfelbouillon-Kulturen. 














Menge der Menge Mit Ohne 
Aminosäure | Amino- der Amino- | Amino- 
säure Kultur säure säure 
T - 

Glykokoll 01 g |05 ccm | 20,0 10,3 
20,6 10,4 
Alanin 01,105 „ 39,0 10,3 
40,5 10,4 
Alanin 01 ,„ 1 PN 36,6 20,5 

| 38,1 
Tyrosin 01 „ 1 x 27,6 20,5 

29,0 
Leucin (synth.)| 0,05, |05 „ 23,4 12,4 
23,6 13,8 
Leucin (synth.)| 0,05, 1 FR 38,9 28,7 
40,0 | 28,8 








Die verschiedensten Aminosäuren verstärken also die Fer- 
mentbildung der Würfelbouillon. 

Ferner wurde festgestellt, daß Würfelbouillon ganz so wie 
Pferdefleisch imstande ist, die Fermentbildung des Uschinski- 
Nährbodens ausgezeichnet zu ergänzen. 

Als Grundlage für die weitere Erörterung ist es notwendig, 
die soeben ermittelten Tatsachen übersichtlich zusammen- 
zustellen: 

1. Zusatz von Aminosäuren ermöglicht nicht die Ferment- 
bildung auf Uschinski-Nährboden. 
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2. Zusatz von Glykokoll zu Pferdefleischbouillon steigert 
nicht die Fermentbildung. 


3. Zusatz von Pferdefleischbouillon ermöglicht die Ferment- 
bildung auf Uschinski-Nährboden. 


4. Zusatz der verschiedensten Aminosäuren zu Würfel- 
bouillon steigert die Fermentbildung. 


5. Zusatz von Würfelbouillon ermöglicht die Ferment- 
bildung auf Uschinski-Nährboden. 


Eine lückenlose Deutung dieser scheinbar etwas verwickelten 
Verhältnisse erhält man durch die einfache Annahme, daß zwei 
Substanzen oder zwei Substanzgruppen streng zu unterscheiden 
sind: die allgemeine Gruppe der Aminosäuren undeine 
besondere wirksame Substanz. 

Wir brauchen uns dann nur klar zu machen, daß der 
Uschinski-Nährboden bereits eine Aminosäure in der Asparagin- 
säure enthält, weshalb (1) Aminosäurezusatz wirkungslos ist. 
Wir nehmen ferner an, daß Pferdefleischbouillon beide Substanz- 
gruppen ausreichend enthält, weshalb (2) Glykokoll keine Steige- 
rung bewirkt und (3) Pferdefleischbouillon den Uschinski-Nähr- 
boden ideal vervollständigt, da es ihm die zweite Substanz 
bringt. Würfelbouillon endlich enthält nicht die genügende 
Mengen Aminosäuren, aber die besondere wirksame Substanz. 
Daher (4) steigern Aminosäuren die Wirkung der Würfelbouillon, 
und (5) Würfelbouillon ermöglicht die Fermentbildung des 
Uschinski-Nährbodens. 

Was dem Uschinski-Nährboden zur vollen Wirkung fehlt, 
sind also nicht im allgemeinen Aminosäuren, sondern es muß 
sich um eine besondere Substanz handeln. Diese Substanz 
muß ein Spaltungsprodukt des Edestins, ein Bestandteil der 
Pferdefleisch- und Würfelbouillon sein. Es ließ sich nun fol- 
gendes feststellen: 

Das durch Eiweißspaltung dargestellte Leucin (Kahlbaum) 
hat in vollkommener Weise die Fähigkeit, den Uschinski-Nähr- 
boden zu ergänzen. 

Da es bekannt ist, wie schwer es ist, Leucin vollkommen 
frei von Beimengungen darzustellen, durfte ich mich natürlich 
bei diesem Resultat nicht beruhigen. Zunächst untersuchte ich 
das bei Kahlbaum erhältliche synthetische Leucin. Wie ein 
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Versuchsbeispiel lehrt, ist synthetisches Leucin ganz ohne 
Wirkung. 
Tabelle. 


Wirkung des Eiweißleucins (Kahlbaum) bei Zufügung zum 
Uschinski-Nährboden. 




















Menge Mit Ohne 
en | Leucin | Leucin Bemerkungen 
ucins 
0,1 g 87,0 28 | 48 Stunden 
88,8 3,6 Brutschrank 
01 ,„ 34,7 59 
35,7 2 
0,05 ,, 35,2 
36.4 48 
0,05 „ 28,1 1,5 
28,2 20 | 
0,05 „, ke 89 Uschinski-Kultur 
z > abgeimpft 
0,05 „ 20,6 ar von Uschinski-Kultur 
? l 





Bei Zusatz von 0,05 g Leucin (synthet.) zu 1 ccm Uschinski- 
Kultur wurde gefunden: 3,6 und 4,7. Ohne Zusatz 1,2 und 1,4. 
Die nächste Tabelle veranschaulicht den Unterschied der Wir- 
‘kung der beiden Leucine, wie er sich in Parallelversuchen 
herausstellte. 




















Tabelle. 
Menge | Mit | Mit 
des Eiweiß- | synthet. nes 
Leucins | Leuein Leuein 
0,05 g 22,6 1,5 
23,5 2,0 | 
0,1 » 53,8 1,0 
55,4 1,3 | 
01 „ 49,8 1,9 | 24 
50,7 28 į 26 


Nunmehr, nachdem wir wissen, daß das synthet. Leucin 
als Ergänzung zum Uschinski-Nährboden vollkommen versagt, 
ist es von Interesse, zur Bekräftigung unserer früheren Aus- 
führungen nochmals besonders darauf hinzuweisen, daß synthet. 
Leucin ganz wie die anderen Aminosäuren die Wirkung der 
Würfelbouillon verstärkt (vgl. die betreffende Tabelle). 

Aber auch das käufliche, synthetische Leucin bietet nach 
der Art seiner Darstellung keineswegs die Gewähr, daß es 
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sich um ein reines Präparat handelt. Wollte man endgül- 
tige Resultate haben, so war es unbedingt notwendig, hier 
bis zu den äußersten Grenzen chemischer Reinheit vorzudringen. 
Am wichtigsten ist es, festzustellen, ob das Leucin selbst wirk- 
sam ist und wie es mit der Wirksamkeit des Isoleucins steht. 
Bekanntlich gelingt es ja nur mit besonderen Methoden, das 
von F. Ehrlich entdeckte Isoleucin vom Leucin zu trennen. 
Durch die große Liebenswürdigkeit von Herrn Professor 
F. Ehrlich, dem ich auch an dieser Stelle für die Überlassung 
der kostbaren Präparate herzlich danke, gelangte ich nun in 
den Besitz reinen Isoleueins und Leucins. So bin ich in der 
glücklichen Lage, abschließende Ergebnisse geben zu können. 
Über die Präparate schreibt mir Herr Professor Ehrlich: 
„1. Sehr reines l-Leucin, frisch umkrystallisiert. Es stammt 
aus Eiweißhydrolysen nach meinem Verfahren), das ja allein 
optische Reinheit und Abwesenseit von Isoleucin verbürgt. 
2. d-Isoleucin, das natürlich vorkommende, ebenfalls 


recht rein.“ 
Tabelle. 


In allen Versuchen je 1 cem Uschinski-Kultur. 














Art des |Mengedes| Mit Ohne 
Leucins Leueins | Leucin | Leucin 
d-Isoleucin 0,05 g 24,0 7,8 
25,9 8,1 
d-Isoleucin 0,05 „ 30,1 1,6 
30,3 1,9 
l-Leuein 0,05 „ 18,8 3,7 
19,1 4.2 





Leucin und Isoleucin sind also die Substanzen, deren Zu- 
fügung zu dem Uschinski-Nährboden ihn so ergänzen, daß nun- 
mehr das Ferment von den Bakterien ausschließlich aus che- 
misch bekannten Stoffen gebildet werden kann. 

Es ist nicht geklärt, warum das synthetische käufliche 
Leucin versagt hat. Aber das ist unerheblich, da das positive 
Resultat mit den beiden reinen Präparaten die entscheidende 
Tatsache ist. 

Mit den erhaltenen Ergebnissen haben wir einen gewissen 
Abschluß in der Bearbeitung des Problems erreicht. Es ist 








1) Diese Zeitschr. 8, 402, 1908. 
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jetzt also möglich, die Fermentbildung der Bakterien auf einem 
Nährboden von vollkommen bekannter, chemischer Zusammen- 
setzung zu erreichen, einem Nährboden, der neben bekannten, 
anorganischen Stoffen nur Glycerin, Ammoniumlactat, asparagin- 
saures Natron und Leucin enthält. Es wäre noch zu studieren, 
was von diesen Substanzen wegfallen kann, welches also die 
einfachste, wirksame Zusammensetzung wäre. Vermutlich ist 
die Milchsäure neben dem Glycerin überflüssig, auch wird die 
Asparaginsäure durch andere ähnliche Substanzen ersetzt werden 
können. 

Soll Ferment gebildet werden, so brauchen die Bakterien 
ein Kohlenhydrat, dessen speziell geeignete Konstitution uns 
bekannt ist, eine gewisse Menge Aminosäuren und endlich 
Leucin. 

Einfacher als man hätte voraussagen können, ist also die 
Antwort auf die aufgeworfene Frage. Damit aber eröffnet 
sich auch die Aussicht, daß es weiterer Forschung gelingen 
wird, sich allmählich immer mehr dem Endziele zu nähern, 
d. h. zum synthetischen Aufbau eines Fermentes mit den 
Methoden der Chemie zu gelangen. 

Fräulein Ellen Chrzescinski, Assistentin des Laborato- 
riums, danke ich bestens für ihre wertvolle Mitarbeit. 


Über ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung des 
Urochromogens und über Untersuchungen betreffend die 
Natur dieses Körpers. 

Von 
Moriz Weiss, k. k. Reg.-Arzt, derzeit im Felde. 


(Ausgeführt unter Leitung des a. o. Professors Dr. Otto v. Fürth im 
Physiologischen Institut der Wiener Universität.) 


(Eingegangen am 8. März 1917.) 


In einer früheren Arbeit!) habe ich gezeigt, daß man 
durch Behandlung von urochromogenhaltigem Harn mit Oxyda- 
tionsmitteln eine Zunahme der jedem Harne zukommenden gelben 
Färbung erzielen und daß man dies colorimetrisch bestimmen 
kann. Hierdurch war ein Weg zur Schätzung des Prinzips der 
Ehrlichschen Diazoreaktion gewonnen. Im Verlaufe weiterer 
Arbeiten, welche die Diazoreaktion des Harnes zum Gegenstand 
hatten und die noch in die Zeit vor dem Kriege fallen, hatte 
ich mir ein einfacheres und, wie ich glaube, genaueres Ver- 
fahren zurechtgelegt, um das Urochromogen zu bestimmen. 
Bei dem gesteigerten Interesse, das der Krieg dem Urochro- 
mogen mit Rücksicht auf die Diagnostik infektiöser Erkran- 
kungen gebracht hat, will ich diese Methode nebst einigen die 
Natur dieses Stoffes betreffenden Untersuchungen nicht länger 
zurückhalten. 


1. Methode der quantitativen Schätzung des Urochromogens. 


Die quantitative Bestimmung des Urochromogens 
geht wieder von seiner Eigenschaft aus, durch Kaliumperman- 
ganat aus einer fast farblosen zu einer ausgesprochenen 
gelben Substanz oxydiert zu werden. Während aber 


1) Diese Zeitschr. 80, 23. 
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früher das Endprodukt dieser Oxydation — das Urochrom — 
colorimetrisch bestimmt wurde, bestimme ich jetzt die Menge 
des Kaliumpermanganats, welche notwendig ist, um alles 
Urochromogen in den entsprechenden gelben Farbstoff zu 
verwandeln. Man verwendet zur Oxydation eine n/,o` 
KMnO,-Lösung. Dieselbe enthält 0,31 g auf 1000 H,O. Um 
das Urobilinogen, das auch durch KMnO, zu einem Farbstoff 
oxydiert wird und andere störende Harnfarbstoffe zu beseitigen, 
werden 25 cem des nativen, unvergorenen Harnes mit 20 g 
feingepulvertem Ammonsulfat unter. sorgfältigem Umrühren bis 
zur Sättigung versetzt. Man filtriert, nachdem man etwa '/, 
Stunde abstehen ließ, und erhält eine meist schwachgelbe 
Flüssigkeit, in der alles Urochromogen enthalten ist. Am Meß- 
zylinder liest man noch vor der Filtration die Verdünnung der 
Flüssigkeit ab, die durch den Zusatz des Ammonsulfats ein- 
trat. Dieselbe beträgt gewöhnlich 30:25 oder etwas darüber. 
Dieses Verdünnungsverhältnis muß bei der Berechnung berück- 
sichtigt werden. Hierauf verdünnt man 15 ccm des Filtrates 
mit destilliertem Wasser 2 bis 4mal, je nach der Intensität der 
Urochromogenprobe, von der man sich am nativen Harn eine 
Vorstellung gemacht hat. Je stärker diese Reaktion ist, desto 
stärker kann man verdünnen. Man bringt hierauf in zwei 
gleichweite Probierröhrchen je 10 cem des verdünnten Harns 
und fügt aus einer Bürette zu dem einen Röhrchen 0,2 ccm 
der ”/ oo- KMnO, -Lösung hinzu. Man vergleicht mit der Flüs- 
sigkeit im anderen Röhrchen, zu der man zunächst kein Per- 
manganat gibt. Man sieht einen ausgesprochenen Farben- 
unterschied zwischen beiden Röhrchen. Hierauf gibt man zu 
dem anderen Röhrchen auch 0,2 ccm der Permanganatlösung 
und zum ersten unter jedesmaligem Umschütteln ein Plus von 
0,1 cem. Solange noch unoxydiertes Urochromogen vorhanden 
ist, wird der Farbenunterschied zwischen beiden Röhrchen, zu 
denen die KMnO,-Lösung immer mit einer Differenz von 
0,1 cem hinzugefügt wird, deutlich sein. Ist die Oxydation 
beendet, d. h. ist alles Urochromogen in den ihm entsprechenden 
gelben Farbstoff übergeführt!), so wird kein deutlicher Unter- 


1) Dies kann man auch am Verschwinden der Ehrlichschen Diazo- 
reaktion feststellen. 
Biochemische Zeitschrift Band 81. 23 
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schied zwischen der Färbung beider Röhrchen mehr sichtbar 
sein. Dann ist die Titration zu Ende. 

1. Beispiel: Tbe. pulm., Ehrlichs Reaktion pos. 4, Urochro- 
mogenprobe stark pos., Tagesmenge 1000 cem. Die Ammonsulfatfällung 
ergibt eine Verdünnung von 32:25. Man verdünnt 3mal. Die für das 
oxydierte Urochromogen charakteristische Gelbfärbung erfährt keine 
weitere Zunahme, wenn zu dem einen Röhrchen 2,2cem, zum anderen 
2,3 cem der ?/,oo- KMnO, -Lösung hinzugefügt wurden; somit genügen 
2,2 cem zur vollständigen Oxydation des Urochromogens. Das Resul- 
tat, das in der Regel für die Tagesmenge bestimmt wird, drücken wir 
in Normal-Permanganatlösun aus, müssen daher durch 100 dividieren. 
Für die Tagesmenge beträgt somit in diesem Falle der Kaliumperman- 
ganat-Titer: 

1000-32-3-2,2 
10-100-25 

2. Beispiel: Myeloische Leukämie, Ehrlichsche Reaktion neg., 
Urochromogen schwach pos., Tagesmenge 1500 cem. Nach der Ammon- 
sulfataussalzung beträgt das Volumen 30:25. Wir verdünnen 2mal. 
Maximaler Farbstoffwert nach Hinzufügung von 0,7 cem ?/ioo- KMnO0,- 
Lösung. Kaliumpermanganat-Titer für die Tagesmenge 

1500-30-2-0,7 
I 10-100-25 

Die erhaltene Zahl sagt aus, wieviel n-KMnO,-Lösung wir 
benötigen, um in der Tagesmenge Harn das ganze Urochro- 
mogen zu dem ihm entsprechenden Farbstoff zu oxydieren. 
Diese Zahl wäre somit ein direktes Maß für das in einer 
BHarnmenge enthaltene Urochromogen, bzw. (bei den innigen 
Beziehungen zwischen Urochromogen und Ehrlichscher Diazo- 
reaktion) auch für die letztere, Hierbei ist jedoch „wieder dar- 
auf zu verweisen, daß die Ehrlichsche Diazoreaktion häufig 
verdeckt oder latent sein kann und daß unsin vielen Fällen 
nur die Urochromogenprobe mit Permanganat Auf- 
schluß über die An- oder Abwesenheit des betreffen- 
den Stoffes gibt. Über die Beziehungen der Ehrlichschen 
Probe zum Permanganat-Titer, sowie über die Beziehungen 
dieser beiden zu einem dritten Wert (dem quantitativen Schät- 
zungswert der Diazoreaktion, worauf ich noch später zurück- 
komme) gibt eine Tabelle (s. u.) Aufschluß. 

Die Voraussetzung für die Richtigkeit dieser Titrierung 
auf maximalen Farbstoffwert ist, daß das Urochromogen im 
Harne, in dem ja viele sauerstoffgierige Substanzen enthalten 
sind, sich des Permanganat-Sauerstoffs zuerst- be- 


= 8,4 cem n-KMnO,-Lösung. 





= 2,5cem n-KMnO,-Lösung. 


Quantitative Bestimmung und Natur des Urochromogens. 


Tabelle. 


Quantitative Schštzung der Diazoreaktion 
des Harns und des Urochromogens. 
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Tagesmenge | Quant. Auswertg. der Diazoreakt. gebenden Subst. 
E Š Baryt-| nach Hydrol. Bleiessig 
BS g| Ge was- ilber- ==] Ba- 
TS °, Na- Silber: Nie- ryt- 
25 Ssamt- | tiy | Ser- | Ge- | baryt- | der. | Fil- | Frak- 
= 8 N Fäl- | samt | Nieder- schlag, at | tion 
E | lung schla 8 
0 — | 0,455 | 0,465 | 0,380 | 0,054 | 0,395 | 0,400 
0 — 1050| — = 0,061 | — | 0,490 
0 — 10246 | — — 10,060! — | 0,218 
0 — 0197| — — 10,035 10,150 | — 
0 — |0575| — Kori PPS Sas 
6,1 — 1/0360 | — -- — — -— 
1,2 — |0,490 | 0,480 | 0,420 | — — — 
0 — 0520| — | — — _ _ 
3,3 — 1046| — — — — _ 
pos.3| 5,3 0,400 | 0,400 | 0,420 | — _ — — 
pos. 4| 8,4 = D68418 — | = = |= y| = 
pos.3| 6,2 0,480 — [0,100 | 0,3850 — 
neg. | 4,2 0,486 | — — — — |0,400 
neg. 7,0 — 10550| — — 0,153 | 0,388 | — 
pos. 4| 10,0 0,400 | 0,430 | — — |0159 0,241 | — 
b neg. | 7,1 — |0,558| — — |0,181 | 0372| — 
pos. 2| 4,6 — [0380| — — — — — 
pos. 2| 2,9 — |0502 | — — — — | 0,430 
pos. ? | 2,0 — |0,314| — — — — — 
pos. 4; 7,3 0,500 | 0,480 | — — 0,16 — — 
pos. 3| 6,3 — |0450] — — — - =- 
pos. 4| 8,8 — |0,480| — — — — —- 
pos. 2| 2,8 — |0,584| — — — — - 
neg. 1,2 — |0,360| — — — — — 
pos. 3| 6,3 — 10350| — — — — — 
| neg. 0 — |0560] — — |0,140 | 0,414 | — 
neg. 5,0 — |0,581| — — — — — 
pos. 3| 5,1 — |0,550| — = — — — 
pos. 5| 8,4 — |0,640 | 0,6550 | — — — — 
pos. 
3—4 | 74 — 105716| — — |0,153 | 0,410, — 
pos. 4| 10,5 0,612| — — — — 
pos. 3| 7,4 — | 0,437 — | 0156 | 0,270 | — 
neg 7,4 — |0475 — 0,178 | 0,290 — 
pos.?| 1,6 — | 0,320 | 0806 — _ = 


346 M. Weiss: 


mächtige. Hierzu ist zu bemerken, daß die Erfahrungen mit 
der Urochromogenprobe, bei der ja eine geringe Kaliumper- 
manganatmenge gegenüber einem so vielfach größeren Auf- 
nahmevermögen des Harnes für KMnO, schon genügt, um die 
charakteristische Gelbfärbung zu erzeugen, in diesem Sinne 
sprechen. Ähnlich bemächtigt sich ja auch dieser Körper vor 
den anderen Harnsubstanzen der Diazobenzolsulfonsäure, unge- 
achtet der vielfachen Hemmungen, die der Diazoreaktion in 
den Weg treten. Eine weitere Bestätigung für diese Annahme 
ist der nicht zu leugnende Parallelismus zwischen der Ehrlich- 
schen Probe und dem Permanganat-Titer. Einen Beweis für 
diese Annahme bildet jedoch die Tatsache, daß fast reine 
Urochromogenlösungen, die aus dem Harn dargestellt 
werden, fast denselben KMnO,-Titer für die gleiche Intensität 
der Diazoreaktion zeigen wie der ursprüngliche Harn. 


2. Die Diazoreaktion des Harnes. 


In der vorstehenden Tabelle ist neben dem Kaliumper- 
manganatwerte und der Intensität der Ehrlichschen 
Probe noch eine Reihe von Werten enthalten, welche zu- 
sammengefaßt erscheinen unter der Bezeichnung: „Quanti- 
tative Auswertung der eine Diazoreaktion gebenden 
Substanzen.“ 

In einer mit Nikolaus Ssobolew!) verfaßten Arbeit 
haben wir eine Methode zur colorimetrischen Bestim- 
mung des Histidins mittels der Diazoreaktion von Pauly 
angegeben. Wir. haben nachgewiesen, daß unter Einhaltung 
bestimmter Bedingungen auf die schöne Rotfärbung, die Diazo- 
benzolsulfonsäure in sodaalkalischer Lösung mit Histidin 
gibt, sich ein colorimetrisches Verfahren zur quantitativen 
Schätzung dieses Körpers aufbauen läßt. Weiterhin haben wir 
gezeigt, daß auch in Anwesenheit hemmender Substanzen, wie 
z.B. im Harne, sich Histidin colorimetrisch bestimmen. läßt. 

Damals schwebte uns vor allem der Gedanke vor, mit 
Hilfe dieses colorimetrischen Verfahrens das im Harn ange- 
nommene Histidin quantitativ nachzuweisen. Genauere Unter- _ 
suchungen über diesen Gegenstand haben aber ergeben, daß 


1) Diese Zeitschr. 58, 119. 
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der von uns im Harn gefundene und wegen des zum Vergleich 
herangezogenen Körpers als „Histidinwert“ angesprochene 
Wert der Diazoreaktion verschiedenen Körpern zugehört. Es 
beteiligen sich an diesem Werte freie Phenole und nach der 
Hydrolyse auch die aus der Esterbindung freigewordenen Phe- 
nole, ferner aromatische Oxysäuren, Pyrrol- bzw. Indolderivate, 
z. B. das Chromogen des Uroroseins, und überwiegend ein oder 
mehrere an die Proteinsäuren gebundene Körper, aus denen 
sich weder Tyrosin noch Histidin durch Hydrolyse abspalten 
läßt. Obgleich eine starke Knoopsche Reaktion neben der 
Diazoreaktion in Hydrolysaten des Harnes, insbesondere jener 
Fraktion, die den ungefärbten Teil der Proteinsäuren enthält, 
auf Histidin hinzuweisen schien — wofür auch die Fällbarkeit 
durch das Silber-Barytverfahren und durch Phosphorwolfram- 
säure sprach —, gelang es doch nicht, das für Histidin charak- 
teristische Pikrolonat zu gewinnen. Der Umstand aber, daß 
Engelland'!) Imidazolverbindungen aus dem normalen Harn 
dar- und durch Analyse sichergestellt hat, die nicht Histidin 
waren, legt es im Zusammenhang mit meinen Untersuchungs- 
ergebnissen nahe, die nach der Hydrolyse erhaltenen Verbin- 
dungen des ungefärbten Teiles der Proteinsäure, in denen neben 
einer typischen Diazo- auch Knoopsche Reaktion gefunden 
wurde, auch als Imidazolderivate anzusehen, denen jedoch die 
für das Histidin charakteristische Eigenschaft fehlt, ein in 
Wasser unlösliches Pikrolonat zu bilden. Auf diese Verhält- 
nisse genauer einzugehen, muß einer besonderen Arbeit vor- 
behalten bleiben. Hier sei nur noch darauf verwiesen, daß 
für die Anwesenheit eines Imidazolderivates sich hauptsächlich 
Anhaltspunkte im ungefärbten Teile der Proteinsäuren ergaben, 
während im gefärbten Teil derselben — also im Urochrom und 
Urochromogen — wie noch später angeführt werden wird. sich 
kein solcher Anhaltspunkt bot?). 

Der quantitative Wert der Diazoreaktion ist somit kein 
absoluter, sondern nur ein Vergleichswert mit Histidin. 

Ich habe, zum Teil mit N. Ssobolew, eine größere Zahl 
von Bestimmungen bei Gesunden und Kranken vorgenommen; 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 57, 49. 
2) Damit entfällt eine frühere gegenteilige Angabe. (Sitz.-Ber. d. 
k. k. Akad. d. Wiss., Wier, 1913.) 
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von diesen ist nur ein Teil in der Tabelle wiedergegeben. Die 
Bestimmung erfolgt am besten in teilweise gereinigten Frak- 
tionen des Harnes. Als solche bewährt sich die Baryt- 
wasserfällung des Harnes, Beseitigung des überschüssigen 
Baryts mit H,SO, und Neutralisation mit 10°/, Na,CO,. Hier- 
bei sind aber noch immer hemmende Substanzen vorhanden, 
mit denen bei der Bestimmung gerechnet werden muß. Ana- 
loge Werte wie für den ursprünglichen wurden für hydroly- 
sierten Harn gefunden. Auch mit der Flüchtigkeit der freien 
Phenole muß gerechnet werden. Die letzteren lassen sich im 
Destillat des Harnes bestimmen, ebenso, nach Säurezusatz, 
die dann überdestillierenden veresterten Phenole. Die Menge 
der freien und gebundenen Phenole betrug in einem Falle, wo 
der Gesamtdiazowert 0,450 g war, 0,060 g1). Der größte Teil 
des Wertes erschien aber wieder, wenn man hydrolisierten oder 
auch nativen Harn mit Silbernitrat und Bariumhydr- 
oxyd oder Quecksilberacetat und Soda quantitativ aus- 
fällte. Ebenso war der Diazowert zum größten Teil in dem 
sog. Barytsirup enthalten. Dies weist auf einen Zusam- 
menhang mit den Proteinsäuren hin. Der Diazowert 
zeigt auch sonst deutliche Analogien zu den von der Protein- 
säurenausscheidung bekannten Tatsachen, so seine Tendenz 
zur Erhöhung bei stärkerem Körperzerfall und seine Beziehun- 
gen zur Stickstoffausscheidung. 


3. Beziehungen zwischen dem Diazowert des Harnes, 
Ehrlichscher Diazoreaktion und Urochromogenausscheidung. 


Mit Rücksicht auf die zu erwartenden engeren Beziehun- 
gen des Diazowertes zur Ehrlichschen Probe und 
zur Urochromogenausscheidung wurde ein besonderes 
Augenmerk der Feststellung derartiger Beziehungen zugewendet. 
Wenn auch der höhere Diazowert in den Fällen positiver 
Ehrlichscher Reaktion gegenüber den Fällen mit negativer 
Reaktion deutlich zutage trat, so war doch erst von einer 
Fraktionierung des Harnes ein klareres Ergebnis zu er- 
warten. 


1) In diesem Destillate waren auch Aldehydreaktion gebende Sub- 
stanzen enthalten. 
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Leider besitzen wir kein Verfahren, das das Urochromogen 
quantitativ niederzuschlagen erlaubt. Die schon von Ehrlich 
angewendete Methode der Fällung des Körpers mit Bleiessig 
ergab große Verluste, und von vielen Autoren wurde der Körper 
eher in das Bleiessigfiltrat als in den Niederschlag verlegt. Mit 
Hilfe der von mir ausgearbeiteten Bestimmung des KMnO,- 
Titers gelang es mir, nachzuweisen, daß, im Sinne der alten 
Untersuchungen von Ehrlich und Brieger, das Urochro- 
mogen hauptsächlich im Bleiessigniederschlag des 
nativen Harnes enthalten ist. So ergab im Falle 32 der 
Tabelle der Bleiessigniederschlag nach Zerlegung und Neutrali- 
sierung bis zur schwach sauren Reaktion einen KMnO,-Wert 
von 5,84, das Filtrat dagagen nur 1,46n-KMnO,. Im Falle 15 
verhielten sich die entsprechenden Werte wie 6,7:3,0. Gleich- 
sinnig verhielt sich die Intensität der Ehrlichschen Probe, 
die im Bleiessigniederschlag immer stärker war als im 
Filtrat. 

Betrachten wir dagegen den Gesamtdiazowert, so ist 
derselbe im Bleiessigfiltrat immer größer als im Nieder- 
schlag. Es beteiligen sich ungefärbte Substanzen in größerer 
Menge an der Diazoreaktion als die im Bleiessigniederschlag 
enthaltenen gefärbten, bzw. chromogenen Substanzen. Stellen 
wir den Diazowert des Bleiessigniederschlagg bei Gesunden 
oder Leichttuberkulösen dem anologen Werte bei positiver 
Ehrlichscher und bei positiver Urochromogenreaktion gegen- 
über, so finden wir deutlich ein Überwiegen des Wertes zu- 
gunsten der Fälle mit positivem Ausfall dieser Proben. Der 
Diazowert kann im Bleiessigniederschlag bis viermal 
größer sein als normal. Es ist aber nicht der ganze dem 
Urochromogen zukommende Wert im Bleiessigniederschlag ent- 
halten, weil immer ein Teil in das Bleiessigfiltrat übergeht. 
Auch im Bleiessigniederschlag dürften noch andere Substanzen 
als das Urochromogen sich an dem Diazowerte beteiligen, wenn 
auch in untergeordneter Menge. Ich denke dabei hauptsächlich 
an mitgerissene aromatische Oxysäuren, die sich auch 
im Bleiessigniederschlag nachweisen und aus ihm entfernen 
lassen. 
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4. Versuche zur Abtrennung und Charakterisierung 
des Urochromogens. 


Ich habe auch weiterhin versucht, mir ein Maß für den 
Kaliumpermanganatwert des Urochromogens durch Darstel- 
lung eines möglichst reinen Urochromogenpräparates 
zu verschaffen. Ich habe den Kaliumpermanganatwert im Blei- 
essigniederschlag in Beziehung gesetzt zu dem darin gefundenen 
Diazowert (im Hinblick darauf, daß in dieser Fraktion wohl 
der größte Teil des Diazowertes durch Urochromogen bedingt 
ist. Dabei ergaben sich (aus verschiedenen Bleiessignieder- 
schlägen bestimmt) für 1 ccm n-KMnO,-Lösung folgende Diazo- 
werte: 0,023, 0,022, 0,025, 0,025, 0,029, im Mittel 0,025 g. 
Berechnen wir daraus den Diazowert (als Histidin berechnet) 
z. B. für 7cemn-KMnO,, so erhalten wir 0,175. Von einem 
Gesamtdiazowerte von z. B. 0,520 kämen somit in einem Falle 
mit einem Urochromogen-Titer von 7 ccm 0,175 auf das Urochro- 
mogen. 


Dieser Wert von 0,025 für 1 cem n-KMnO, wurde bestätigt ge- 
funden bei einem Urochromogenpräparate, das folgendermaßen darge- 
stellt wurde: 5 Liter eines Harnes von Lymphogranulomatose (mit Ehr- 
lichscher Probe pos. 3, KMnO,-Titer 7,4, Gesamtdiazowert 0,437, Diazo- 
wert im Bleiessigniederschlag 0,156) wurden mit Bleiessig gefällt, der 
Niederschlag mit Wasser gewaschen, hierauf mit Essigsäure übergossen. 
Die Essigsäure löst das Bleisalz des Urochromogens. Das Filtrat, das 
schön gelbgrün ist, wurde mit H,S zerlegt, vom PbS abfiltriert und bei 
der vorhandenen stark sauren Reaktion auf dem Wasserbade eingedampft, 
bis der Geruch nach Essigsäure möglichst verschwunden war. Der Rück- 
stand wurde in absolutem Alkohol aufgenommen, der Alkohol im Vakuum 
bis auf ein möglichst geringes Quantum abgedampft, hierauf die alko- 
holische Lösung mit der 40fachen Menge Äther gefällt und stehen ge- 
lassen. Es setzte sich ein dunkler noch schmieriger Niederschlag ab, 
der noch einmal in wenig Alkohol gelöst und neuerdings mit Äther ge- 
fällt wurde. Nach einem Tage wurde der Äther abgegossen. Der 
bräunliche, flockige Niederschlag wurde auf einem Filter gesammelt, mit 
Äther gewaschen, hierauf in Wasser aufgenommen. Auf dem Filter 
blieb ein in Wasser unlöslicher brauner Rückstand. 

Die wässerige Lösung zeigte folgende Eigenschaften: Menge: 
200 cem, Farbe braungelb, Reaktion schwach sauer. Die Ehrlichsche 
Probe pos. 5, rein, starke primäre Reaktion auf Zusatz von Diazoben- 
zolsulfonsäure; quantitativer Diazowert 0,150, Kaliumpermanganatprobe 
stark pos., Permanganat-Titer—6 cem. Die Millonsche Probe ergab 
roten Niederschlag bei gelber Flüssigkeit; Xanthoproteinreaktien stark 
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positiv; die Aldehydreaktion Ehrlichs war negativ; auf Chinon- 
zusatz trat sehr starke Rotfärbung, auf FeCl,-Zusatz trat schwach 
rötliche Färbung auf, auf Bromzusatz deutliche Trübung; keine 
Knoopsche Reaktion; Phosphorwolframsäure gab einen Nieder- 
schlagt). Die Behandlung mit Benzoylchlorid und Alkali brachte 
die Diazoreaktion zum Verschwinden. Durch Behandlung mit Per- 
manganat trat starke Gelbfärbung auf; gleichzeitig verschwand 
sowohl die primäre wie die sekundäre Reaktion nach Ehrlich; ebenso 
war die quantitative Bestimmung des Diazowertes nunmehr unmög- 
lich, weil die Reaktion nach Pauly bei Alkalizusatz statt Rot- nur 
Orangefärbung gab. Eine verdünnte Lösung, die nach Ehrlich pos. 2 
reagierte, wurde alkalisiert. Die Flüssigkeit wird dadurch sofort in- 
tensiv gelb, gleichzeitig verschwindet die Diszoreaktion. 

Die Permanganattitrierung geht nur bei schwach saurer Reak- 
tion in dieser gereinigten Urochromogenlösung vor sich. Säuert man 
stark an, so bleibt die Gelbfärbung auf KMnO,-Zusatz aus. Da bei der 
Oxydation des in dieser Flüssigkeit enthaltenen Urochromogens?) jede 
Diazoreaktion verschwindet, so ergibt sich, daß in dieser Lösung keine 
andere Substanz enthalten sein dürfte, die für den erhaltenen quantita- 
tiven Diazowert von 0,150 in Betracht kommt als Urochromogen. Aus 
dem gleichzeitig gewonnenen KMnO,-Wert von 6 ccm = 0,150 erhalten 
wir für 1 cem KMnO, den Diazowert von 0,025, welcher mit dem früher 
direkt aus der Bleiessigfraktion des Harnes gewonnenen gleichen Werte 
übereinstimmt. 

Der noch vorhandene größte Teil der Urochromogenlösung wurde 
mit Bromwasser gefällt. Es schied sich nach’ einem Tage ein bräun- 
licher Niederschlag ab. Weder der Niederschlag noch die Flüssigkeit 
geben jetzt Permanganat- oder Diazoreaktion. Das ausgeschiedene 
Bromprodukt wurde auf einem harten Filter gesammelt und bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. Es waren 0,120 g und auf die ursprüng- 
liche Flüssigkeitsmenge, in der der Diazowert 0,150, der KMnO,-Wert 
6 cem betrug, umgerechnet 0,150 g. Da für das Urochrom Brompro- 
dukte bekannt sind, so ist wohl die aus dieser Lösung erhaltene Brom- 
verbindung bei den nahen Beziehungen des Urochroms zum Urochro- 
mogen mit dem letzteren in Beziehung zu bringen. Wir können daher 
sagen, daß einer Ehrlichschen Reaktion mit einem Diazowerte von 0,150 
(als Histidin berechnet) und einem KMnO,-Wert von 6 ccm rund 0,150 g 
eines Bromproduktes entsprechen, das als Bromurochromogen oder 
Bromurochrom angesprochen werden dürfte. 

Eine Analyse dieses Präparates erfolgte nicht, weil der Krieg da- 
zwischen kam. Wohl aber wurden einige Reduktionsversuche vorge- 


1) Urochromogen ist ebenso wie Urochrom durch Phosphorwolfram- 
säure fällbar. Doch wird das Urochromogen bei der Zerlegung des 
Niederschlags mit Ätzbaryt rasch oxydiert. 

2) Das Urochrom gibt wie das oxydierte Urochromogen nur eine 
Orange-Reaktion. 
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nommen. Die Reduktion mit Zink und Schwefelsäure unter Erwärmen 
und die Reduktion mit Natriumamalgam ergaben keine Aldehydreaktion. 
Dagegen ergab die trockene Zinkstaubdestillation schöne Rotfärbung 
des in Alkohol aufgenommenen Rückstandes mit dem Ehrlichschen 
Aldehyd. 

Obgleich ein Hydrolyseversuch mit diesem Urochromo- 
genpräparate nicht vorgenommen wurde, so liegen mir doch 
soviel andere Hydrolyseversuche mit dem Gesamtharn nach 
Ehrlich positiver und negativer Fälle und mit Urochromfrak- 
tionen vor, daß ich auf Grund dessen einiges über die Natur 
des Urochromogens aussagen kann. Vielfache Versuche nach 
der Methode von Kossel und Kutscher und durch Phosphor- 
wolframsäurefällung nach der Hydrolyse zu einem Pikrolonate 
zu gelangen, ergaben immer wieder ein negatives Resultat in 
bezug auf Fällbarkeit durch Pikrolonsäure, während die Kon- 
trollprobe mit Histidin positives Ergebnis ergab. Die Knoop- 
sche Reaktion wurde im ungefärbten Anteil des Harnes gefun- 
den, weshalb eine ursächliche Beziehung zwischen ihr und dem 
Urochromogen auszuschließen war. Auch Tyrosin konnte nicht 
nachgewiesen werden. Wohl beteiligen sich die aromatischen 
Oxysäuren an der quantitativen Diazoreaktion, aber um Tyro- 
sin als den reagierenden Kern im Urochromogen anzusehen, 
fehlte jeder Anhaltspunkt. 


Vielmehr verweisen alle Ergebnisse darauf, daß wir als 
reagierenden Kern bei der Ehrlichschen Probe einen Körper 
zu suchen haben, der weder Histidin noch Tyrosin sein dürfte. 
Da sowohl die Proteinsäuren schlechtweg wie auch das Uro- 
chromogen im besonderen dem Eiweißstoffwechsel entstammen, 
so wurden wir bei Ausschluß von Histidin und Tyrosin auf 
die dritte bekannte Gruppe von Eiweißderivaten verwiesen, die 
auch Diazoreaktion geben, das sind die Pyrrolderivate im 
weiteren Sinne, zu welchen auch der Indolkern des Trypto- 
phans gehört. 

Ich neige auf Grund meiner bisherigen Untersuchungen dazu, auch 
im Urochromogen einen Pyrrolkern zu vermuten und führe als weitere 
Belege an: Von Salomonsen und Mancini!) wurde aus dem Urochrom 
ein Brompyrrol gewonnen, von Dombrowski?) wurde aus seinem 





1) Diese Zeitschr. 13, 199. 
?) Zeitschr. f. physiol. Chem. 54, 188. 
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Urochrom Pyrrol abgespalten. Die leichte Zerstörbarkeit des Urochro- 
mogens durch Oxydationsmittel weist im Gegensatze zu Histidin und 
Tyrosin eher auf Pyrrol hin. Die chromogene Tendenz des Körpers 
könnte sehr wohl von einem Pyrrolkerne herrühren, da wir ja wissen, 
daß zahlreiche tierische Farbstoffe als Pyrrolderivate anzusprechen sind. 
Die eigenartige Millonsche Reaktion des Urochromogens — roter Nie- 
derschlag und gelbe Flüssigkeit — finden wir beim Pyrrol wieder. 
Weder Histidin noch Tyrosin gibt eine primäre Reaktion 
mit Diazobenzolsulfonsäure, dagegen finden wir diese Eigen- 
schaft ausgesprochen beim Pyrrol und ist sie auch von einem 
anderen Pyrrolderivate, dem Urobilinogen, bekannt. Auch Tryptophan 
gibt eine primäre Reaktion mit Diazobenzolsulfonsäure, desgleichen aus 
normalem Harne gewonnenes Urochrom, was einen weiteren Beleg für 
die Verwandtschaft mit dem Urochromogen darstellt. Wir können uns 
sehr wohl vorstellen, daß ein Pyrrolderivat keine Ehrlichsche Alde- 
hyd-, sondern nur eine Diazoreaktion gibt, wie dies z. B. für die 
Pyrrolidincarbonsäure zutrifft. Schließlich gelang es mir, durch Zink- 
staubdestillation in einem Urochromogenpräparate ein Produkt mit Al- 
dehydreaktion zu erzeugen. Dasselbe gelang durch Erhitzen mit Ätz- 
kalk bei einem hydrolysierten Urochrompräparate. Auch die Neigung, 
sich mit Brom zu verbinden, ist den Pyrrolen in hohem Maße eigen. 


Wir werden uns jedoch gegenwärtig zu halten haben, 
daß unser Unvermögen, aus einer proteinsäureartigen Verbin- 
dung, wie es das Urochromogen offenbar ist, auf hydroly- 
tischem Wege Tyrosin oder Histidin abzuspalten, noch 
keinen einwandfreien Beweis dafür bildet, daß diese Verbin- 
dungen wirklich nicht bei der Entstehung des Urochromogens 
beteiligt seien. Wissen wir doch über die chemischen Vor- 
gänge bei der Entstehung der Proteinsäuren nichts Positives. 
Nur soviel wissen wir, daß es sich nicht etwa um polypeptid- 
artige, durch Hydrolyse in ihre Bruchstücke aufspaltbare Ei- 
weißbruchstücke handelt, vielmehr anscheinend um sehr re- 
sistente Kondensationsprodukte, die es eben ihrer Re- 
sistenz verdanken, daß sie als Ganzes an die Oberfläche des 
Stoffwechsels gelangen. Es muß daher die genauere Charak- 
terisierung des Urochromogens weiteren Untersuchungen vorbe- 
halten bleiben. 


Zusammenfassung. 


1. Eine Schätzung der relativen Menge des Uro- 
ohromogens (d.i. der Vorstufe des normalen gelben Harn- 
farbstoffes) ist auf zweierlei Weise möglich, indem das Chro- 
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mogen durch Permanganatzusatz in Urochrom übergeführt wird: 
Entweder man bestimmt die Farbstoffzunahme durch Vergleich 
mit einer Echtgelblösung von bestimmtem Titer; oder man 
bestimmt die Mengen "/,.-KMnO,-Lösung, die eben erforderlich 
ist, um alles Chromogen in Urochrom überzuführen. Jene Zahl, 
Kubikzentimeter n-KMnO,-Lösung, die eben erforderlich ist, um 
das in der Tagesmenge Harnes enthaltene Urochromogen in 
Urochrom überzuführen, gibt ein Maß für den Gehalt des 
Harnes an ersterem. 

2. Die Paulysche Diazoreaktion des normalen und 
pathologischen Harnes (Rotfärbung mit Diazobenzolsulfon- 
säure in sodaalkalischer Lösung) ist — nach dem Verfahren 
von Weiß und Ssobolew zur colorimetrischen Histidinbe- 
stimmung — einer quantitativen Schätzung zugänglich. Der 
so gefundene Schätzungswert („Diazowert“) gibt einen zahlen- 
gemäßen Ausdruck dafür, wieviel Histidin vorhanden sein 
müßte, um eine Paulysche Reaktion von gleicher Intensität 
zu erzeugen. 

3. Fraktionierungsversuche haben jedoch ergeben, daß die 
Diazoreaktion des normalen und pathologischen Harnes sicherlich 
nicht im wesentlichen durch freies oder hydrolytisch abspalt- 
bares Histidin und ebensowenig durch Tyrosin bedingt ist. 
An derselben sind zum geringen Teile freie und esterartig ge- 
bundene Phenole und Oxysäuren mitbeteiligt. Der Haupt- 
anteil-derselben entfällt auf die Proteinsäurefraktion des 
Harnes. Dieselbe wird durch vorausgegangene Hydrolyse des 
Harnes nicht wesentlich beeinträchtigt und findet sich in der 
durch Barytwasser (bzw. Silberbaryt) und durch Quecksilber- 
acetat in sodaalkalischer Lösung fällbaren Harnfraktion, sowie 
in jener „Barytfraktion“ wieder, welche die alkohollöslichen 
Säuren umfaßt, deren Barytsalze durch Alkohol fällbar sind. 

4. Während das Urochromogen, das sich am Diazowert 
des Harnes beteiligt, seiner Hauptmenge nach, wenn auch un- 
vollständig, durch Bleiessig fällbar ist, findet sich der Haupt- 
anteil der Substanzen, welche die Diazoreaktion geben, im Blei- 
essigfiltrate. Dieselben müssen vom Urochromogen, dem 
Träger der Ehrlichschen Diazoreaktion, ebenso wie vom 
Urochrom scharf unterschieden werden. Gewebszerfall im 
Körper scheint den Diazowert des Harnes, ebenso wie die 
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Proteinsäureausscheidung, im allgemeinen zu erhöhen. Jedoch 
nur bestimmte Formen des Gewebszerfalles (z. B. Tuberku- 
lose im vorgeschrittenen Stadium, Typhus) führen zu ver- 
mehrter Urochromogenausscheidung. 

5. Der Urochromogenmenge, die durch Dindelion mit 
Hilfe eines Kubikzentimeters Normal-Permanganatlösung in 
Urochrom übergeführt werden kann, entspricht ein „Diazo- 
wert“ von 0,025, d.h. ihre Diazoreaktion ist einer Histidin- . 
menge von 0,025 g colorimetrisch gleichwertig. 

6. Es wird die Vermutung ausgesprochen, daß der im 
Urochromogen reagierende Kern ein Pyrrolderivat ist. Da- 
gegen dürfte die Diazoreaktion des ungefärbten Anteils der 
Proteinsäuren durch ein Imidazolderivat bewirkt sein, welches 
aber mit Histidin nicht identisch ist. 


Bestimmung kleiner Mengen von Quecksilber in organi- 
scher Substanz. 
Von 1 
Svend Lomholt, Privatdozent, 1. Assistent der Hautklinik 


und J. A. Christiansen, Assistent am chemischen Laboratorium 
der Universität Kopenhagen. 


(Eingegangen am 8. März 1917.) 
Mit 2 Figuren im Text. 


Es ist von durchgreifender Bedeutung für das Verständ- 
nis vom Geschick des Quecksilbers im Organismus, sowie 
für die rechte Anwendung desselben in der medizinischen The- 
rapie, genaue Kenntnis von den quantitativen Verhältnissen 
bei seiner Resorption im Körper, seiner Verteilung in demselben 
und seiner Ausscheidung aus demselben zu besitzen. Das 
Studium dieser Verhältnisse stößt aber auf sehr bedeutende 
Schwierigkeiten. Es ist wegen der großen Flüchtigkeit des 
Quecksilbers schwer, dasselbe quantitativ zu bestimmen, und 
zudem sind die in Frage stehenden Mengen oft sehr klein. 
Nicht selten betragen die zu bestimmenden Mengen nur Zehntel 
eines Milligramms in sehr großen Mengen organischer Substanz. 

Diese Schwierigkeiten haben in der einschlägigen Literatur 
deutliche Spuren hinterlassen. Nicht weniger als zirka 60 Metho- 
den und Modifikationen davon finden sich seit 1850 in der 
Literatur mitgeteilt. Eine nähere Besprechung derselben ist 
jedoch überflüssig, da bereits zahlreiche gute kritische Über- 
sichten darüber vorliegen, namentlich von Lehmann!), Win- 
ternitz?), Schumacher und Jung), Bürgi‘), Raaschou’) 
und Buchtala°). 








1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 6, 1. 

2) Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 25, 225, 1889. 
3) Ibid. 42, 138, 1899. 

*) Ibid. 54, 439, 1906. 

5) Zeitchr. f. analyt. Chem. 49, 172, 1910. 

€) Zeitschr. f. physiol. Chem. 83, 249, 1913. 
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Eine Durchmusterung dieser Übersichten zeigt, daß man 
viele verschiedene Eigenschaften des Quecksilbers bei der Be- 
stimmung in Anwendung gebracht hat: die Fällbarkeit durch 
Schwefelwasserstoff und Ammoniumsulfid, das Vermögen, sich 
mit den meisten schweren Metallen zu amalgamieren und 
sich von allen elektropositiven Metallen reduzieren zu lassen, 
die Flüchtigkeit, das Vermögen, charakteristische farbige 
Verbindungen (z. B. HgS und HgJ,) einzugehen, und die 
Fällbarkeit durch einen elektrischen Strom. 

Von den angegebenen Methoden sollen nur folgende ganz 
kurz besprochen werden. 

Eine der besten Methoden ist Farups Modifikation (1900) 
von Schumacher-Jungs Methode. 

Sie hat die Grundlage abgegeben für Bürgis!) Unter- 
suchungen der Ausscheidungen des Quecksilbers mit dem Harn, 
die auf diesem Gebiete noch immer die Hauptarbeit bilden. 
Es ist eine zuverlässige und sehr brauchbare Methode, deren 
hauptsächlicher Mangel an einer recht beschränkten Empfind- 
lichkeit liegt. Die angewandten Asbeströhren lassen sich 
weder trocknen, noch mit hinlänglich großer Genauigkeit wägen. 

Raaschous Methode?) ist unserer Erfahrung nach zu 
„subtil“, um allgemein angewandt werden zu können. Bei der 
endgültigen mikrometrischen Bestimmung des Quecksilbers 
durch Messung unter dem Mikroskop stößt man häufig auf 
unüberwindliche und verhängnisvolle Schwierigkeiten bei der 
Sammlung des gesamten Quecksilbers in eine einzelne oder auch 
nur in wenige Kugeln. 

Vorzuziehen ist ein Verfahren, bei dem das Quecksilber 
zuletzt auf elektrolytischem Wege auf eine kleine Goldelektrode 
gefällt wird, die sich mit großer Genauigkeit wägen läßt und 
von der das Quecksilber sich durch einfache Erwärmung ent- 
fernen läßt. 

Dies ist z, B, der Fall mit Buchtalas Methode?). Die 
Elektrolyse findet hier direkt im Harn statt, nach vorher- 
gehender Destruktion mit HCI+KCIO,. Leider hatten wir 
selbst keine Gelegenheit, diese Methode nachzuprüfen. Teils 

1) Arch. f. Dermatol. u. Syph. 79, 1, 1906. 


2) Zeitschr. f. anal. Chem. 49, 172, 1910. 
3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 249, 1913. 
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scheint sie sich aber nicht zur Untersuchung von Faeces und 
massiven Organen zu eignen, teils enthält sie nach der Angabe 
des Urhebers selbst eine Fehlerquelle in betreff der Fällung 
von Eisen auf die Kathode, die sich kaum durch die ange- 
gebenen Maßregeln allein beseitigen läßt, indem bekanntlich 
sowohl der Harn als namentlich alle Gewebsteile konstant kleine 
Mengen von Eisen enthalten. 

Es wird somit notwendig sein, eine Konzentrationsfällung, 
z. B. einer solchen Art einzuschalten wie die von Raaschou') 
angegebene, und wie es bei der Methode der Fall war, die wir 
in dieser Zeitschr. 55, 216 bis 223, 1913 mitteilten. 

Diese Methode hatte in der dort angegebenen Form eine 
Fehlergrenze von 0,1 mg und hat sich auch in praxi als über- 
aus zuverlässig und brauchbar ergeben, und zwar in dem Grade, 
daß sie kräftig dazu aufforderte, ihre Empfindlichkeit noch 
mehr zu steigern (z. B. durch die Einführung einer Nernst wage). 

Es soll hier das Endergebnis dieser Versuche in einer 
solchen Form mitgeteilt werden, daß unsere Mitteilung als 
Arbeitsanweisung verwertet werden kann. 

Bevor wir zur Beschreibung der Methode übergehen, 
wollen wir auf drei Ansprüche aufmerksam machen, die von 
jeder Methode erfüllt werden müssen, die auf diesem Gebiete 
die Bezeichnung einer genauen, empfindlichen und zuverlässigen 
Methode beanspruchen will. 

Zu allererst muß man eine totale Destruktion des 
organischen Gewebes verlangen. Von den Verbindungen des 
Quecksilbers im Organismus weiß man nämlich so wenig, daß 
man es nicht immer darauf ankommen lassen darf, durch die 
verschiedenen weniger eingreifenden Verfahren, die in Vorschlag 
gebracht worden sind, das Quecksilber aus den Verbindungen 
zu lösen. Daß diese Verfahren in vielen Fällen genügen, ver- 
bürgt nicht, daß sie es stets tun. Die von uns angewandte 
Zerstörung mit starken anorganischen Säuren und Kaliumper- 
manganat scheint doch immer zu genügen. 

Zweitens muß bei der endgültigen Bestimmung für eine 
derartige Fällung des Quecksilbers Sorge getragen werden, daß 
es sich quantitativ mit großer Genauigkeit bestimmen läßt. 


1) 1. c. 
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Diesen beiden Ansprüchen genügt eigentlich nur eine 
volumetrische Bestimmung (wie die von Raaschou) und 
eine Wägung des Quecksilbers, nachdem es auf einen Gegen- 
stand gefällt worden ist, der sich genau wägen läßt. Dies ist 
der Fall mit Goldelektroden, namentlich sehr kleinen Elektroden, 
die sich, wie die von uns angewandten, auf einer Mikrowage 
wägen lassen. 

Drittens ist es noch sehr wünschenswert, namentlich wo 
von sehr geringen Mengen die Rede ist, das Quecksilber in 
einer solchen Form ausscheiden zu können, daß man es durch 
eine qualitative Probe, wie z. B. die HgJ,-Probe, nachweisen 
kann. i 

Den beiden letzteren Ansprüchen genügt die elektrolytische 
Fällung am besten, die wir daher auch zur Ausführung des 
letzten Hauptstadiums der Analyse wählten. Sie bildet nebst 
der Destruktion und der Konzentrationsfällung die drei Haupt- 
phasen der Analyse. 

Im übrigen zerfällt die Methode in folgende besondere 
Abschnitte: 

1. Destruktion. 
. Schwefelwasserstoffällung. 
. Filtration. 
. Lösung des Schwefelwasserstoffbodensatzes. 
. Elektrolyse. 
. Wägung. 


C: m ww 


1. Die Destruktion. 


Die Destruktion gestaltet sich sehr verschieden, je nach- . 
dem es sich um Harn und ähnliche Flüssigkeiten mit einem 
geringeren Gehalt an organischer Substanz oder um Faeces, 
Organe und Blut handelt. 

Mit dem Harn wird folgendermaßen verfahren: 

Die zu destruierende Harnmenge (1 l) wird in einen ge- 
räumigen (2 1) Rundkolben getan, und es werden 25 bis 30 g 
krystallisiertes KMnO, zugesetzt. Danach wird vorsichtig in 
kleinen Portionen '!/,, Volum konz. Schwefelsäure (100 ccm) 
zugesetzt. Die Flüssigkeit ist geneigt, überzuschäumen; man 
muß sich daher Zeit nehmen. Dann wird die Flüssigkeit zirka 


2 Stunden schwach gekocht. Es wird sich nun im Laufe kurzer 
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Zeit ein voluminöser Bodensatz von Mangansuperoxydhydrat 
bilden, der allmählich abnimmt, ohne jedoch ganz zu ver- 
schwinden. Man setzt sodann noch einige wenige Gramm hinzu 
und läßt 20 bis 30 Minuten lang kochen. Die Destruktion ist 
dann meist ganz vollführt, und der Harn hat eine fast wasser- 
klare Farbe angenommen. 

Mitunter enthält der Harn so große Mengen von organi- 
nischem Stoff, daß 30 g nicht genügen, was sich dadurch 
zeigt, daß aller Bodensatz verschwindet, und man muß in dem 
Falle noch einige Gramm KMnO, zusetzen und */, Stunde 
länger kochen lassen, bevor man die Schlußportion zusetzt. 

Man kann den Bodensatz leicht durch Zusatz von krystal- 
lisierter Oxalsäure zum Verschwinden bringen. Dadurch wird 
das Mangansuperoxyd zu Manganosalzen reduziert. Der Zusatz 
muß mit einer gewissen Vorsicht von statten gehen, da die 
entwickelte Kohlensäure die Flüssigkeit oft zum starken Auf- 
brausen bringt. 

Wenn die Reduktion beendigt ist, ist der Harn in eine 
schöne wasserklare Flüssigkeit umgewandelt, in der eine Schwefel- 
wasserstoffällung mit größter Leichtigkeit von statten geht. 

Was Organe und Stuhl betrifft, haben wir es bei folgendem 
Verfahren als dem besten bewenden lassen. 

In einer offenen Schale wird allmählich (im Laufe mehrerer 
Stunden) in kleinen Portionen reine, rauchende Salpetersäure 
zur Faecesportion oder dem im voraus einigermaßen fein zer- 
teilten Organ zugesetzt, so daß sich zuletzt eine dünne, brei- 
artige Masse bildet. Die Portion bleibt dann mindestens 
24 Stunden stehen. Nach und nach wird sich das meiste auf- 
lösen, wonach die Masse in einen geräumigen Rund-Koch- 
kolben hinübergebracht wird. Dies sofort zu tun, ist meist 
nicht geraten, da die Masse oft stark schäumt. Sogar bei der 
Lösung in einer offenen Schale muß man mit gewisser Vorsicht 
verfahren und die Säure in kleinen Mengen zusetzen. Wenn 
die Masse in einen geräumigen Kochkolben verbracht worden 
ist, wird sie wieder gekocht, indem man darauf achtet, daß die 
Flüssigkeit nicht überschäumt. 

Die Flüssigkeit wird nun längere Zeit gekocht (3 bis 4 Stun- 
den werden für Faecesportionen meist genügen), und dann und 
wann wird noch ein wenig Salpetersäure zugesetzt. '/, Liter 
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wird meist für eine Faecesportion von gewöhnlichen Dimensionen 
(ca. 200 g) genügen. 

Außerdem werden 20 cem konz. HCl (25°/,) zugesetzt. Dies 
fördert die Destruktion in günstiger Weise und stellt die 
Lösung von etwa vorhandenem Quecksilbersulfid sicher. Wenn 
die Flüssigkeit die angegebene Zeit gekocht hat, ist ihr Volum 
etwas vermindert worden, und sie hat eine klare, rotgelbe Farbe 
angenommen. Sie wird nun zum Abkühlen hingestellt, wobei 
in der Regel eine stearinartige Fettschicht an der Oberfläche 
ausscheidet, am leichtesten falls man ein ebenso großes Volum 
kaltes Wasser zusetzt. Bei der Verdünnung stellt sich meist 
noch eine leichte Trübung der Flüssigkeit ein, woraus sich 
nach und nach ein geringer, voluminöser, weißer Bodensatz 
bildet, der oft schön blätterig krystallisiert ist. Es handelt sich 
hier um organischen, schwer zu destruierenden Stoff, z. B. Ni- 
trobenzoesäure. 

Verschiedene Kontrollanalysen, wo man die genannten 
Bodensätze sowie die ausgeschiedenen Fettschichten noch weiter 
destruierte, haben indessen gezeigt, daß sie nie nachweisbare 
Quecksilbermengen enthalten. Man kann daher diese beiden 
Bestandteile ruhig abfiltrieren, wenn die Destruktion so weit 
vorgeschritten ist, daß das Fett bei Abkühlung eine feste ein- 
heitliche Konsistenz erhält, z. B. dem Stearin entsprechend. 

Die totale Destruktion erfordert nämlich unverhältnismäßig 
viel Zeit und eine Anwendung von großen, kostbaren Säure- 
mengen und viel Wärme. 

Die Filtration geschieht am besten in kaltem Zustand mit 
erhärtetem Filter in einem großen Büchnertrichter. Der Filter 
muß möglichst ein doppelter sein, um ein kräftiges Saugen 
aushalten zu können. 

Das Filtrat ist nun in eine klare, gelbliche, stark salpeter- 
saure Flüssigkeit umgewandelt. Dies wird darauf mit Kalium- 
permanganat behandelt, genau wie in der beim Harn beschrie- 
benen Weise. Jedoch sind hier stark variierende Mengen von 
Kaliumpermanganat erforderlich, so daß man dies am besten 
portionsweise zusetzt, nach und nach, da man a priori keinen 
Begriff davon haben kann, wieviel erforderlich ist. Bei Blut- 
analysen z. B. nur ganz wenig. 

Wenn die Analyse, wie oben beschrieben, ein paar Stunden 

24* 
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mit einem Überschuß von Kaliumpermanganat gekocht hat, 
wird der gefällte Braunstein, wie früher dargestellt, mit Oxal- 
säure reduziert. 


2. Die Schwefelwasserstoffällung. 


Die Schwefelwasserstoffällung geht in den schwefelsauren 
Flüssigkeiten (den Harnportionen) sehr leicht von statten, 
namentlich wenn diese im voraus erwärmt worden sind. In- 
dessen ist die Quecksilberkonzentration stets so gering, daß es 
schwer fällt, das Quecksilbersulfid zum „Flocken“ zu bringen. 
Es ist daher sehr praktisch, ja bei kleinen Mengen durchaus 
notwendig, eine „Konzentrationsfällung“ 1) mit Zusatz von kleinen 
Mengen CuSO, anzuwenden. Angemessen ist unserer Erfahrung 
nach ca. 0,25 g pro Liter. Unter diesen Verhältnissen werden 
CuS und HgS vollständig und leicht gefällt und sammeln sich 
nach einigem Stehenlassen als schöner schwarzer Bodensatz am 
Boden des Kolbens. 

Schwieriger liegt die Sache bei den salpetersauren 
Flüssigkeiten, da diese ja den Schwefelwasserstoff spalten wer- 
den. Man muß daher die Säure vor der Fällung so vollständig 
wie möglich mit Ammoniakwasser abstumpfen und weiter dafür 
sorgen, in kalten Flüssigkeiten zu fällen. Mit ein wenig Vor- 
sicht und Übung gelingt die Fällung immer, wenn auch nicht 
so schön wie bei den Harnanalysen. Eine geringe Schwefel- 
fällung ist fast unvermeidlich. Mitunter ist sie recht bedeutend 
und rührt dann wahrscheinlich vom Vorhandensein von etwas 
freiem Chlor her, das nicht weggekocht worden ist. Indessen 
spielt diese geringe Beimischung von Schwefel keine Rolle für 
das Resultat der Analyse oder deren Verlauf. In allen Fällen 
tut man gut, den Bodensatz sich gut absetzen zu lassen und 
sich ‘stets vor der Filtration z. B. durch eine Probe mit Blei- 
acetat davon zu überzeugen, daß die Flüssigkeit freien Schwefel- 
wasserstoff enthält. 


8. Die Filtration. 
Hier sind wir bei einem anderen schwierigen Punkt. Nach 
mehreren Versuchen waren wir schließlich zur Asbestfiltration 


1) Wie in der Zeitschr. f. analyt. Chem. 49, 172, 1910 von Raaschou 
empfohlen. 
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mit Goochtiegeln gelangt, der aber eine Schwierigkeit anhaftet. 
Soll man den Schwefelwasserstoffbodensatz wieder lösen, so sind 
nicht unbedeutende Säuremengen erforderlich, was wiederum be- 
deutet, daß der Raumgehalt der Elektrolyseflüssigkeit ein recht 
bedeutender wird, da die Säurekonzentration, wie wir unten 
(S. 373) nachweisen werden, eine gewisse niedrige Grenze nicht 
überschreiten darf. Ein großes Flüssigkeitsvolumen ist aber 
immer eine beschwerliche Komplikation, und zwar namentlich 
wenn man sehr kleine Elektroden mit geringer Oberfläche ge- 
brauchen soll, die zum Wägen auf einer Mikrowage (Nernst- 
wage) berechnet sind. 

Eine andere Schwierigkeit ist: Bei Filtration mit Gooch- 
tiegeln muß man die Filtration fortwährend überwachen, damit 
der Aufguß ein angemessener sei, und 
da die Filtration stets mindestens 20 bis 
30 Minuten und oft noch längere Zeit 
beansprucht, beschlossen wir, um diesen 
Zeitverlust zu vermeiden, zu einem neuen 
System überzugehen und einen beson- 
deren Apparat, einen „Trichter“, dazu zu 
konstruieren. Das endgültige Modell ist 
in Fig. 1 dargestellt. In die kleine kegel- 
förmige Ausblasung b und in den unter- 
sten Teil der großen Ausblasung c wird 
reine Glaswolle gefüllt, die darauf mit 
leichter Hand zusammengestopft wird, so 
daß die Oberfläche einigermaßen eben ist, 
auf der man dann einen Asbestfilter an- 
bringen kann, indem man mittels eines 
Gummistöpsels den Saugetrichter in einem Saugekolben oder 
einer Wasserflasche anbringt und dann bei kräftigem Saugen 
aus einer Wassersaugpumpe in kleinen Portionen ein wenig 
aufgeschlämmten Asbest auf die Glaswolle gießt und den Fil- 
ter nach jedem Aufguß trocken saugen läßt. 

Wenn der Filter fertig ist, wird bei fortgesetztem Saugen 
der gesamte klare Teil der Flüssigkeit in den Trichter gegossen 
und sich selbst überlassen. Bei einigermaßen großem Filter- 
querschnitt, wie am abgebildeten Modell, geht die Filtration 
recht schnell (ca. 20 Minuten) von statten. Erst wenn die 





Fig. 1. 
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Hauptmasse der Flüssigkeit hindurchgesaugt worden ist, wird 
der Bodensatz selbst aufgegossen. Derselbe filtriert bedeutend 
langsamer als das übrige, kann aber auch sich selbst über- 
lassen werden. Zuletzt wird mit destilliertem Wasser gewaschen. 

Man muß möglichst zu vermeiden suchen, daß der Filter 
trocken läuft, was ein viel langsameres Durchsaugen, in einigen 
Fällen gar eine Trübung des Filtrates bewirken kann. Daß 
die Filtration in der oben dargestellten Form eine vollkommene 
ist, haben wir zu wiederholten Malen kontrolliert. Bei wieder- 
holter Analyse des Filtrates fanden wir nach normal verlaufener 
Filtration nie Quecksilber. 


4. Die Lösung des Schwefelwasserstoffbodensatzes. 


Wenn die Filtration beendigt und der Bodensatz gut aus- 
gewaschen ist, schließt man die feine Spitze a des Trichters 
unten mit einem kleinen dickwandigen Stück Gummischlauch, 
in das man einen kleinen Glasstift hineinstopft, so daß er ganz 
bis an den Glastrichter reicht. Darauf werden 2 cem HNO, 
(68°/,) und 1 cem HCl (2,5°/,) zugesetzt. Der Trichter wird 
in einem Glycerinbad angebracht, das bis gut 120° erwärmt 
wird, wodurch das Sulfid, namentlich wenn es frisch gefällt 
ist, leicht gelöst wird. Man muß vollständiger Sicherheit halber 
ca. 10 bis 15 Minuten lang erwärmen, um sicherzustellen, daß 
kein Schwefelmetall in den Schwefel eingehüllt wird. Der 
Schwefel selbst wird dann zuletzt als geringe gelbe Masse an 
der Oberfläche der Flüssigkeit liegen. Man muß sich auch er- 
innern, daß bei unvollständiger Lösung von HgS in Königs- 
wasser eine unlösliche komplexe weiße Quecksilberverbindung 
entstehen kann, die unserer Aufmerksamkeit entgeht, so daß 
man glaubt, es sei alles gelöst, obschon noch etwas übrig ist. 
Diese Gefahr ist doch nur vorhanden, wenn man zu wenig HCl 
anwendet (siehe 8. 373). 

In den Trichter wird ein mit kaltem Wasser gefülltes 
Reagensglas angemessener Dicke hinabgesenkt, so daß es den 
Hals des Trichters schließt. Wird noch etwas Wasser neben 
das Reagensglas hinabgegossen, so bildet sich an der genannten 
Stelle ein Wasserverschluß, der das Entweichen des Queck- 
silbers mit den Säuredämpfen verhindern wird, eine Möglich- 
keit, die in Anbetracht der verhältnismäßig großen Quecksilber- 
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konzentrationen in diesem Stadium besonders verhängnisvoll 
sein würde. Wenn die Auflösung beendigt ist, wird der Trichter 
durch Entfernung des kleinen Glasstiftes geleert, und es wird 
nachgespült, indem man darauf achtet, das Flüssigkeitsvolu- 
men je nach der Geräumigkeit des Elektrolysegefäßes, und 
zwar in der Regel bis auf ca. 25 ccm, zu beschränken. 


5. Die Elektrolyse. 


Die Elektrolyse auf Goldelektrode ist eine ideale Methode 
zur Fällung von Quecksilber; es bildet, gefällt, eine feine, 
gleichmäßige, graue, verhältnismäßig festsitzende Schicht, die 
an und für sich recht charakteristisch ist. Dies Fällungsver- 
fahren bietet ferner die beiden großen Vorteile dar, daß einer- 
seits jede noch so geringe Unreinheit sich durch das Aussehen 
des Belages zu erkennen gibt und andererseits das in der Weise 
gefällte Quecksilber sich sehr leicht qualitativ nachweisen und 
identifizieren läßt, was bei sehr kleinen Mengen von Bedeutung 
ist. Man ist bei diesem Verfahren auch keinen von zufälligen 
Unreinheiten herrührenden Fehlern ausgesetzt, wie z. B. bei 
Methoden, bei denen das Quecksilber auf Gold- 
asbest angesammelt wird und man erfahrungs- 
mäßig ebenso oft zu große wie zu kleine Resul- 
tate erhält, was sich wohl eben aus dem Vor- 
handensein solcher zufälligen, unkontrollierbaren 
Unreinheiten erklären ließe. 

Bei diesem Fällungsverfahren läuft man nie 
Gefahr, zu große Resultate zu erhalten, während 
es natürlicherweise vorkommen kann, daß man 
etwas verliert: 1 bis 4°/,, je nachdem es sich um 
größere oder kleinere Mengen handelt. Nur bei 
sehr kleinen Mengen ist man Verlusten ausgesetzt, 
die prozentweise noch etwas bedeutender sind. 

Zum Gebrauch bei der Elektrolyse haben 
wir seit der Veröffentlichung unserer ersten klei- 
nen Mitteilung einige besondere kleine Elektrolysegefäße kon- 
struiert, mit denen sich praktischer arbeiten läßt. Sie liegen 
vor in 3 verschiedenen Größen: 70, 25 und 10 ccm. Das zu- 
grunde liegende Prinzip erhellt aus nebenstehender Figur 2. 





Fig. 2. 
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Der Strom wird durch eine Platinanode hineingeleitet, die 
in den Boden eingeschmolzen ist, während die Goldkathode 
mittels einer einstellbaren Klemmschraube von oben hinabge- 
senkt wird. Soweit dies möglich ist, darf der Platindraht der 
Kathode nicht in die Flüssigkeit hinabgesenkt werden, da das 
Quecksilber den Draht mürbe macht. Das Umrühren wird 
durch Durchblasen von atmosphärischer Luft durch eine kleine, 
gleichfalls in den Boden des Gefäßes eingeschmolzene Seiten- 
röhre bewerkstelligt. 

Als Elektroden benutzen wir im allgemeinen ganz kleine 
dünne Goldplatten von der Größe 0,4 >< 1,0 cm, die mit einem 
0,15 mm dicken Platindraht versehen waren. Sie wiegen alle 
nahezu 50 mg, können mit Sicherheit bis 5 mg Quecksilber 
aufnehmen und eignen sich vorzüglich zum Wägen auf der 
Nernstwage. Wo Grund vorliegt, größerer Mengen gewärtig zu 
sein, benutzen wir größere, ca. 0,5 g schwere Goldelektroden, 
und in solchen Fällen wird mit einer gewöhnlichen analytischen 
Wage gewogen. Wenn die Elektrolyse vollzogen ist, was sich 
dadurch zu erkennen gibt, daß die Stromstärke auf ein Minimum 
(0,05 Milliampere) hinabsinkt, werden die Elektroden aufgenom- 
men, vorsichtig in reinem, destilliertem Wasser abgespült und. in 
einem Schwefelsäureexsiccator getrocknet. Bei den hier an- 
gegebenen Säurekonzentrationen ist es nicht notwendig, ohne 
Unterbrechung des Stroms auszuwaschen, wenn man nur schnell 
die Elektrode in destilliertes Wasser überführt. 

In betreff des Trocknens im Exsiccator ist zu bemerken, 
daß man auch hier bei längerem Trocknen und Stehenlassen 
dadurch einen Verlust erleidet, daß eine geringe Menge des 
Quecksilbers verdampft, und man muß daher stets so schnell 
wie möglich wägen. 

Als Stromquelle bei der Elektrolyse benutzen wir den 
Strom der lokalen Elektrizitätsanlage des Kopenhagener Kom- 
munehospitals, indem wir — nach dem Poggendorffschen Ab- 
zweigungsprinzip — eine gewöhnliche Beleuchtungsleitung „shun- 
teten“ und darin einen kleinen Bremswiderstand einschalteten. 
Die Spannung in der Anlage war nicht ganz konstant, ge- 
wöhnlich 110 V. Sie konnte um ca. 2°/, zu beiden Seiten 
schwanken, aber diese Schwankung war zu klein, um bei der elek- 
trolytischen Fällung in nennenswertem Grade genieren zu können. 
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6. Die Wägung. 

Es wird gewöhnlich eine Nernstwage benutzt. Vor und 
nach jeder Wägung ist der Nullpunkt zu bestimmen, wodurch 
in jedem einzelnen Falle Wägefehler ausgeschlossen werden. 
Die von uns angewandte Wage hatte eine solche Empfindlich- 
keit, daß ein Teilstrich (d. h. 1 mm) einem Ausschlag von 0,04 mg 
entsprach, so daß man mit einer Genauigkeit von 0,005 mg 
ablesen und Differenzwägungen mit einer Fehlergrenze von 
0,01 mg ausführen konnte. 

Nach der ersten Wägung wird die Elektrode in einer Ver- 
brennungsröhre aus Jena-Verbrennungsglas mit ausgezogener 
Spitze angebracht und hier in einem Wasserstofistrom auf Rot- 
glühhitze erwärmt, bei der alles Quecksilber verdampft. In 
Fällen, wo eine qualitative Probe erwünscht ist, läßt sich diese 
leicht ausführen, indem man Joddämpfe den dünneren Teil der 
Verbrennungsröhre passieren läßt, wo auch ein sehr dünner 
Quecksilberspiegel als deutlicher gelber oder roter Ring hervor- 
treten wird. Sogar so geringe Mengen wie 0,2 mg ergaben eine 
sehr deutliche Reaktion. 

Wasserstoff ist es notwendig anzuwenden, da eine Fällung 
vor minimalen Mengen von Kupfer auf Elektroden bei aller 
Sorgfalt in einzelnen Fällen stattfinden kann (siehe S. 372) und 
eine Oxydation des Kupfers beim Glühen in atmosphärischer 
Luft merkbare Fehler wird verursachen können. Es ist daher 
geraten, die Elektroden nach jeder Elektrolyse mit ein wenig 
Salpetersäure zu reinigen, um etwa vorhandenes Kupfer zu 
entfernen, u. a. auch weil Kupfer sich ja nicht so gut mit 
Quecksilber amalgamiert wie Gold und sich daher nicht so gut 
auf dem gefällten Metall hält. 


Die Genauigkeit und Brauchbarkeit der Methode. 


Es läßt sich ja nicht leugnen, daß diese Methode recht 
umständlich ist. Wir glauben allerdings, daß man in dieser 
Beziehung auf Einfachheit verzichten muß, wenn man mit 
einer tatsächlich genauen und zuverlässigen Methode arbeiten will. 

Andererseits ist sie keineswegs zeitraubender als die meisten 
früher angegebenen Methoden, namentlich nicht, wo es sich um 
Serienanalysen handelt, wozu sie sich besser eignet als zu 
Einzelanalysen. 
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Hat man viele Analysen im Gange, so wird man jede Analyse 
in ca. 2 Stunden beendigen können. Harnanalysen gehen etwas 
schneller als andere Analysen. 

Die Genauigkeit der Methode erhellt aus untenstehenden 
Kontrollversuchen. Die ersten 6 davon wurden nach der ur- 
sprünglichen Technik bei Wägung auf der Sartoriuswage aus- 
geführt, die übrigen nach dem oben beschriebenen Arbeits- 
schema. 

Letztere (Nr. 7 bis 18) zeigen, daß man bei sorgfältiger Arbeit 
den Verlust bis unter 0,03 mg herabbringen kann, und daß 
diese Größe ungefähr dieselbe ist bei größeren und bei kleineren 
Mengen. 

Möglicherweise rührt dieser Verlust teilweise von der 
Schwierigkeit her, die letzten Reste durch die Elektrolyse zu 
fällen. Diese große Genauigkeit setzt jedoch eine sehr sorg- 
fältige Arbeit, zahlreiche Waschungen usw. voraus. 




















Kontrollanalysen. 
Harn- Stuhl- | Elektrolyse | a ne aid Ver- 
Nr.| menge menge | Raumgehalt menge menge lust 
g g ccm mg mg mg 
— 2,8 2,75 0,05 
— 2,4 2,35 0,05 
— 1,2 1,2 0 
- 0,48 0,45 0,03 
50 2,8 2,7 0,1 
50 1,2 1,2 0 
— 1,4 1,46 0,02 
50 1,4 1,45 0,03 
— 0,3 0,30 0 
— 0,1 0,14 0,01 
— 0,15 0 
— 0,07 0,005 
— 0,06 0,015 
0,80 0 
0,135 0,015 
; 0,01 
0,015 
0,015 








Bemerkungen zu den verschiedenen Gliedern der 
Analyse. 
1. Destruktion. Die von uns angewandte Destruktions- 
methode ist allgemein bekannt bei der Destruktion von or- 
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ganischem Gewebe; bei Quecksilberanalysen ist sie von meh- 
reren Untersuchern benutzt worden, wenn auch nicht in derselben 
Form wie von uns, z. B. von Witz, Karpow'), Ziegler’), 
K. T. A. Jensen?) u. a. m. 

Sie besitzt den großen Vorteil, leicht anwendbar zu sein, 
entwickelt keine unangenehmen Gase, wie z. B. das Chlor, und 
ergibt eine, praktisch betrachtet, vollkommene Destruktion im 
Laufe einer begrenzten Zeit. Zudem ist sie billig, da die an- 
zuwendenden Reagentien nur eine Kleinigkeit kosten. 

Eine Unannehnmlichkeit kann die Methode darbieten, falls 
der Sulfidbodensatz nicht einigermaßen sorgfältig gewaschen 
wird. In dem Falle erhält man bei der darauf folgenden 
Elektrolyse Fällung des Mangansuperoxyds auf die Anode, in- 
dem die vorhandenen Manganosalze zu Mangansuperoxyd oxy- 
diert werden. — Zu einer wirklichen Unannehmlichkeit wird 
dies jedoch erst, wenn von größeren Braunsteinmengen die 
Rede ist. 

Von anderen mehrfach angewandten Destruktionsverfahren 
ist zuvörderst die von Babo-Fresenius empfohlene Destruk- 
tion mit KCIO, und HCl zu empfehlen. Es entwickelt sich 
bei diesem Verfahren freies Chlor, das die organischen Stoffe 
oxydiert. 

Dies Verfahren kann bei Zersetzung von Harn, dessen 
Gehalt an organischem Stoff gering ist, gute Resultate ergeben. 
Eine vollkommene Destruktion erhält man aber nicht innerhalb 
einer angemessenen Zeit. Durch Lösung des Sulfidboden- 
satzes gewinnt man keine grünblaue, sondern eine mehr oder 
minder trübe, gelbliche Flüssigkeit, und bei der darauf folgen- 
den Elektrolyse ist man unreinen Fällungen auf die Goldelek- 
troden ausgesetzt. Organen und Faeces gegenüber genügt dies 
Verfahren gar nicht, auch bei mehrtägigem Kochen nicht. 

Ein anderes Verfahren besteht in einer Destruktion durch 
Kochen mit einem Gemisch von konz. H,SO, und HNO, im 
Verhältnis 2:1 (Neumann). Durch dies Verfahren kann man 
selbstverständlich eine vollkommene Destruktion erzielen, wie 
auch durch die von einzelnen Forschern benutzte Kjeldahlsche Me- 

1) A. f. D. u. S. 80, 292, 1906. 


2) Monatsh. f. prakt. Dermat. 1888, Nr. 12, 557. 
3) Ugeskrift f. Læger 74, Nr. 22. 1912. 
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thodet);esmußallerdings hervorgehoben werden, daß dies Verfahren 
sehr langwierig und beschwerlich ist, nicht zum wenigsten weil 
es die Entfernung des lästigen Fettes durch Abfiltration er- 
schwert; es erfordert aber auch große Mengen von Reagens, 
und schließlich enthält die Analyse (z. B. bei der Untersuchung 
von Faeces) oft so große Mengen Kalk, daß die Schwefelsäure 
den Kalk nicht gelöst halten kann, so daß CaSO, gefällt wird 
und ein so starkes „Stoßen“ der Flüssigkeit veranlaßt, daß 
das Kochen erschwert wird, und man aus dem Grunde zu 
einer Extrafiltration auf Asbestfilter schreiten muß, um diesen 
Bodensatz zu entfernen. 

Man erreicht in betreff der Destruktion, unserer Erfahrung 
nach, das Ziel unbedingt am schnellsten, billigsten, leichtesten 
und zugleich am vollkommensten, wenn man nach der von 
uns angegebenen Methode verfährt. 

2. Die Flüchtigkeit des Quecksilbers. Es wurde 
oben mehrmals berührt, daß die verhältnismäßig große Flüch- 
tigkeit der Quecksilberverbindungen bei Erwärmung eine der 
Hauptschwierigkeiten sei, die man zu bekämpfen hat. Sie offen- 
bart sich namentlich bei der Destruktion, wo mitunter von sehr 
langwierigem Kochen die Rede sein kann, z. B. bei der Analyse 
von voluminösen Gewebsteilen. 

Die früheren Untersucher haben die Gefahr eines Queck- 
silberverlustes beim Kochen sehr verschieden eingeschätzt. 
Während einige das Kochen ganz zu vermeiden suchen, oder 
es doch möglichst beschränken oder es durch eine Erwärmung 
auf dem Wasserbade®°) ersetzen, schreiten andere ohne Bedenken 
zu einer starken Eindampfung?). 

Es scheint über dies Verhältnis viel Unklarheit obzuwalten; 
nichtsdestoweniger haben wir keine systematischen Versuche, 
die Größe eines etwaigen Quecksilberverlustes unter den ver- 
schiedenen hier in Frage kommenden Verhältnissen: Kochen 
teils saurer, teils alkalinischer Flüssigkeit in offener Schale, in 
Rundkolben oder auf dem Wasserbade festzustellen, ausfindig 
machen können. 


1) Ischewski und Radszwicki, Pharm. Z. f. Rußland 84, 563, 
1895. 

2) Buchtala, l. ce. S. 251. 

3) Salkowski, Z. f. physiol. Chem. 72, 391, 1911. ` 
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Wir haben daher einige Versuche über diese Verhältnisse 
angestellt. Es zeigt sich daraus, daß man bei starkem Säure- 
gehalt (ca. 10°/, HNO,) stundenlang in einem gewöhnlichen 
langhalsigen Rundkolben über genügender Flamme kochen kann, 
ohne merkbare Mengen, höchstens 0,02 mg von 1,5 mg, zu 
verlieren, wenn man nur darauf achtet, daß sich keine Salze 
an der Kolbenwand ansetzen, und man braucht keine beson- 
deren Vorkehrungen zu treffen, z. B. Zurückabkühlung oder An- 
wendung von Wasserbad. Nur bei der Lösung des Schwefel- 
wasserstoffbodensatzes ist unseres Erachtens besondere Vorsicht 
erforderlich (siehe 8. 364). 


Eigene Versuche. 


(Eindampfung über offener Flamme auf Babos-Luftbad.) 



























üssigkei ä | | Zusatz 
as 27 a zur eielo 
Nr. nan Kochgefäß | Kochzeit | Queck- [Quecksilber 
dem Kochen |HNO,| HCI silber 
com 68°, |2,5°/ | mg 
2 Porzellan- 
schale 1 Std. 1,49 0,53 
2 2 1 do. PS 1,49 0,76 
3 2 1 langhalsiger . 
Kolben 21 2 , 1,49 1,47 
4 2 1 do. 94 “S 1,49 1,48 
5 2 1 do. W. Sn 1,00 0,73 











3. Elektrolyse!). Alle Untersucher, die vor uns eine 
elektrolytische Fällung von Quecksilber anwandten, benutzten 
verhältnismäßig große Stromstärken. Dies gilt von Schneider’), 
Wolff?), Schumm‘), Jaenecke’), Zenghelis®), Nagel- 
schmidt’), Buchtala°) u. a. m.; von späteren Untersuchern 
benutzt Hans Palme?), der im übrigen ungefähr nach der- 


1) Siehe die Tabelle S. 374. 

2) Sitzungsber. d. kaiserl. Akad. d. Wissensch. 40, 239, 1860. 
3) Zeitschr. f. angewandt. Chemie 10, 294, 1888. 

4) Zeitschr. f. anal. Chem. 44, 73, 1905. 

5) ibid. 43, 547, 1904. 

6) ibid. 48, 544, 1904. 

?) Dermatol. Zeitschr. 15, 1908. 

8) Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 249, 1913. 

9) ibid. 89, 345, 1914. 


372 Sv. Lomholt und J. A. Christiansen: 


selben Fällungsmethode verfährt wie wir, eine viel größere 
Stromstärke, 

Dadurch, d.h. bei Spannungen um 2 Volt oder darüber, 
werden indessen alle sich in der Analyse befindenden schweren 
Metalle ganz oder teilweise gefällt. Dies sind in vielen Fällen 
Eisen, in anderen Fällen Platin, in wiederum anderen Fällen 
Wismut, Blei oder Kupfer. 

In unserem Falle ist es Kupfer. Bei einer Spannung von 
2 Volt und darüber wird alles zugesetzte Kupfer, d. h. 0,05 
bis 0,25 g, gefällt. Daß dies die Anwendung einer Mikrowägung 
unmöglich machen würde, versteht sich von selbst. Außerdem 
würde aber eine Kupferfällung von dieser Größe, die zudem oft 
etwas schwammig und porös ist, leicht kleine Mengen von Sauer- 
stoff aus der Luft aufnehmen, und dadurch würde die Ge- 
nauigkeit der Wägungsresultate noch mehr beeinträchtigt 
werden. 

Da, wie bekannt, das elektrolytische Normalpotential des 
Merkuriions gegen eine normale Wasserstoffelektrode gemessen, 
(0,78 V) von dem des Kupriions (0,33 V) merkbar verschieden 
ist, lag es nahe, zu versuchen, eine Sonderung durchzuführen, 
indem die Spannung hinlänglich niedrig gehalten wurde, so daß 
nur das Quecksilber gefällt wurde. Durch eine Reihe zu dem 
Ende angestellter Versuche ergaben sich folgende Verhältnisse 
als maßgebend: 

a) Die Spannung. Bei gleichzeitigem Gehalt an Salpeter- 
säureionen und Chlorionen (an Konzentration den 8.373 be- 
sprochenen Säuremengen entsprechend) betrug die angewandte 
Spannung 1,35 bis 1,45 Volt. Bei niedrigerer Spannung wurde 
nicht immer die gesamte Quecksilbermenge gefällt. Die 
Quecksilberfällung setzt allerdings bereits bei einer Spannung 
von ca. 1,15 Volt in merkbarem Umfange ein, und bei einer 
Spannung von 1,30 Volt wird oft alles Quecksilber gefällt. 
Aber mitunter hatten wir bei dieser Spannung ein geringes 
Defizit, und wir haben daher immer eine Spannung von über 
1,35 vorgezogen, bei der die Fällung total ist. Die Kupfer- 
fällung hebt ab und zu bereits bei 1,50 Volt in minimalen 
Mengen an; es handelt sich hier aber kaum um wägbare 
Mengen, geschweige denn um Mengen, die das Wägen genieren 
könnten, wenn das Glühen nur immer in einem Wasserstoff- 
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strom stattfindet. Erst bei 1,55 werden mitunter so große 
Mengen Kupfer gefällt, daß sie lästig wirken können. 


b) Die Säuremenge. In betreff der Säuremenge machten 
sich folgende sehr wichtige Verhältnisse geltend. Es zeigte 
sich, daß Salzsäure in reichlicher Menge die Fällung fast ver- 
hinderte. So erzielten wir z. B. einmal eine Fällung bei 
18stündiger Elektrolyse von 25 cem Flüssigkeit, die 2 ccm HNO, 
(68°/,) und 2 com HCl (2,5°/,) enthielt, in einem Falle bei 
0,075 mg Quecksilbergehalt nur eine schwache Spur von Queck- 
silber und in einem anderen Falle bei nur 0,035 mg Queck- 
silbergehalt gar keine Fällung. Bei Anwendung sehr kleiner 
Salzsäuremengen bei der Lösung riskiert man, nicht das gesamte 
Quecksilbersulfid gelöst zu bekommen, indem sich die Verbin- 
dung 2 HgS.Hg(NO,)2 bildet, die unlöslich und weiß ist und 
daher, ohne daß man den Verlust sofort bemerkt, auf dem 
Asbestfilter zurückbleiben kann!). 

Es ergab sich nun als Endresultat 1 cem HCl (2,5°/,) als 
angemessene Menge. Damit lassen sich alle Quecksilbersulfid- 
mengen, von deren Bestimmung die Rede sein kann, mit 
Sicherheit lösen, und die Elektrolyse läßt sich sicher vollführen, 
wenn man stets bis zu 25 cem Elektrolyseflüssigkeit verdünnt, 
was einer Salzsäurekonzentration von ca. n/,, entspricht. 

Auch die Salpetersäuremenge darf eine gewisse Größe nicht 
überschreiten. Der Spielraum ist aber hier bedeutend weiter. 
Wie erwähnt, verwenden wir zu einer gesamten Flüssig- 
keitsmenge von 25 cem im allgemeinen 2 ccm konz. HNO, 
(68°/,). Man kann bis 4 cem verwenden, ohne daß die elektro- 
lytische Fällung daher nachweisbar weniger vollständig würde. 
Es scheint jedoch ein wenig mehr Zeit zu beanspruchen, die 
allerletzten Reste zu fällen. 

Der Grund dazu, daß wir normaliter nur 2 ccm zur Lösung 
verwenden, obgleich man bis zu 4,5 cem vorschreiten könnte, 
ist, daß wir ein Waschen des Elektrolysegefäßes mit Wasser, 
bevor die Kathode aufgenommen wird, zu vermeiden wünschten. 
Es zeigt sich, daß man dies bei einer 5°/, HNO, entsprechen- 
den Wasserstoffionenkonzentration kann. In einzelnen Fällen 
kann der Quecksilbergehalt nämlich so groß sein, daß eine einzelne 





1) Barfoed, Analytisk Chemie 2. Udg. S. 405. 
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Elektrode ihn nicht „tragen“ kann, und man muß dann zwei- 
mal elektrolysieren. Bei Anwendung von stark sauren (10 bis 
15°/,) Elektrolyseflüssigkeiten hat man ab und zu einen kleinen 
Verlust, wenn nicht vor Unterbrechung des Stroms mit Wasser 
nachgespült wird, indem die starke Salpetersäure dann etwas 
von dem gefällten Quecksilber lösen kann. 

Wenn man eine Erklärung wünscht, weshalb es notwen- 
dig ist, diese Säuremengen anzuwenden, können folgende Be- 
trachtungen geltend gemacht werden: 

Die Vermehrung der Salzsäuremenge ergibt naturgemäß 
eine entsprechende Steigerung der Chlorionkonzentration, aber 
mit einer gesteigerten Chlorionkonzentration folgt stets eine 
entsprechende Verminderung der Merkuriionkonzentration und 
auch eine Neigung zur Bildung komplexer Ionen. Da zudem 
die Quecksilberkonzentration im voraus sehr gering ist und 
diese beiden Momente geneigt sind, sie noch weiter herabzu- 
setzen, ergibt sich eine so geringe Konzentration, daß die Fäl- 
lung ganz verhindert werden kann. 























Kontrollanalysen. 

ao ROSEI | Sal o ge asr fe. 

= PE Še Salzsäure- “apa. & š tos R tandakaq Ver- 

g: i 2 | “aspas £ - | < £ 8 

8 Daner 2 š nenn menge | 2 8 | Queck- Queck- |lust 

£ z | 29 lo (68°/) Z” | silber silber 

olt | Stdn. | cem | ccm ccm g mg | mg mg 
1 1 2 0,05 0,15 0,15 0 
2 1 2 | 0,05 0,15 0,14 10,01 
3 1 2 0,05 0,07 0,05 ‚0,02 
4 1 2 0,05 | 0,07 0,06 0,01 
5 Q Ë l 2 0,05 0,04 0,04 0,06 
Ra de. Ei ı | 2 [00 | 0015 | 001 0,005 
7 2 2 | 0,05 0,07 Spuren 0,06 
8 2 2 0,05 0,04 | 0 0,04 
9 | 1 4 0,05 0,15 0,12 0,03 
10 | | 1 6 0,05 0,16 | 013 (0,02 





Aber auch die Salpetersäurekonzentration darf eine 
gewisse niedrige Grenze nicht überschreiten. Die Salpeter- 
säure löst nämlich Quecksilber auf, aber dieser Vorgang ist 
nicht elektromotorisch wirksam und wird daher nicht durch 
Spannungsunterschiede zwischen Metall und Säure verhindert. 
Bei der Elektrolyse muß deshalb eine so stark verdünnte Sal- 
petersäure angewandt werden, daß sie das Quecksilber nur 
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langsam löst. Denn es wird der Zeitpunkt eintreten, wo die 
beiden Vorgänge einander die Wage halten, und dieser Zeit- 
punkt wird bei einer höheren Quecksilberkonzentration ein- 
treten, wenn viel, bei einer niedrigeren, wenn nur wenig Salpeter- 
säure vorhanden ist. Bei den von uns angewandten Konzen- 
trationen ist, wie die Erfahrung gezeigt hat, im Laufe von 
18 Stunden fast alles Quecksilber gefällt. 

c) Dauer der Elektrolyse. Die Dauer der Elektrolyse 
ist, was sich übrigens von selbst ergibt, direkt vom Umrühren 
und der Flüssigkeitsmenge abhängig. 

Bei einem Raumgehalt von 25 ccm, einer einigermaßen 
kräftigen Durchbrodelung von Luft und bei Anwendung von 
Elektrodegefäß und Elektroden von der Gestalt und den Dimen- 
sionen, wie oben beschrieben, stellt sich die Sache folgender- 
maßen: 

Die Anwendung der S. 373 besprochenen Säurekonzentration 
ergibt in der Regel im Laufe von 4 bis 6 Stunden eine fast 
vollkommene Fällung des Quecksilbers. Mitunter ist jedoch 
nur ein wenig (0,04 mg oder dgl.) übrig. Dieser letzte Rest 
wird bei 18- bis 24stündiger Elektrolyse gefällt. Jedoch scheint 
der allerletzte Rest, 0,005 bis 0,01 mg, sich nicht fällen zu lassen; 
diese kleinen Größen haben sich jedoch nicht sicher mit der 
Wage bestimmen lassen, die wir zur Verfügung hatten. Selbst- 
verständlich muß man aus dem Grunde stets darauf abzielen, 
die Menge der Elektrolyseflüssigkeit möglichst zu beschränken, 
da größere Flüssigkeitsmengen größere Verluste ergeben. 

Die kleinsten Quecksilbermengen, mit denen wir Versuche 
angestellt haben, betragen 0,015 mg Hg, zu 25 ccm Elektrolyse- 
flüssigkeit der gewöhnlichen Zusammensetzung gesetzt. Auch 
dabei gelang es, eine wägbare Menge Quecksilber zu ge- 
winnen, die nachher bei der Jodprobe eine deutliche Reak- 
tion ergab. 

Ein deutliches Zeichen, daß die Elektrolyse vollführt ist, 
ist das Sinken der Stromstärke fast auf 0. So wird der Strom 
bei der beschriebenen Aufstellung und bei paralleler Einschal- 
tung von 5 bis 6 Elektrodegefäßen im Laufe von 24 Stunden 
auf 0,1 Milliampere oder weniger herabsinken. Die Erfahrung 
zeigt, daß eine so große Stromabnahme erforderlich ist, wenn 


man die gesamte Menge gefällt haben will. 
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In betreff der pharmakologischen Resultate, die bei der 
Anwendung dieser analytischen Methode gewonnen worden sind, 
ist in der Hauptsache auf eine ausführliche Veröffentlichung 
im Archiv für Dermatologie und Syphilis, Bd. CXXIV, 
1917, sowie auf die originale dänische Abhandlung?) zu 
verweisen. Wir geben jedoch auch hier ein kurzes Resume. 

Nach diesem Verfahren wurden ca. 1000 Analysen ausge- 
führt, nämlich folgende Untersuchungsreihen: 

Tägliche Tagesausscheidung von Quecksilber mit Harn 
und Kot bei 10 Patienten unter verschiedenen Formen 
von Quecksilberbehandlung. Zahlreiche kleinere Reihen zu 
speziellen Zwecken. 18 Blutanalysen von Patienten bei Queck- 
silberbehandlung, mit gleichzeitiger Bestimmung der Tagesaus- 
scheidung in Harn und Kot, und 4 Analysen von Kanin- 
chen. 4 Analysereihen über den Quecksilbergehalt in Organen 
und Gewebe bei Patienten, welche an Quecksilbervergiftung 
oder nach einer Quecksilberbehandlung gestorben waren. 3 Ana- 
lysen an syphilitischen Foeten, die während der Quecksilber- 
behandlung der Mutter geboren waren. 6 entsprechende Ana- 
lysenreihen von Kaninchen, die mit verschiedenen Injektions- 
präparaten behandelt waren. Bei 4 davon wurde zugleich die 
tägliche Ausscheidung in Harn und Kot während der Behand- 
lung, sowie — post mortem — die Größe der zurückgeblie- 
benen Quecksilberdepots an den Injektionsstellen bestimmt. 
(Es sind dies die ersten derartigen Untersuchungen.) 

Es ergaben sich summarisch folgende Resultate: 

Die Quecksilberresorption findet schneller statt als 
die Ausscheidung, so daß Quecksilber allmählich und in zu- 
nehmender Menge in Organen und Gewebe abgelagert wird. 
In betreff der Resorptionsgeschwindigkeit ergaben die 4 
untersuchten Injektionspräparate folgende Verhältnisse — bei 
Bestimmung des Quecksilbergehaltes an den Injektionsstellen 
der Muskulatur der Kaninchen nach verschiedener Zeitdauer —: 
Die Resorption verläuft im ganzen recht regelmäßig und gleich- 
mäßig, aber mit sehr verschiedener Geschwindigkeit bei den 
verschieder.en Präparaten. Im Laufe von 8 Tagen wurde z. B. 


1) Svend Lomholt, Kvzgsolvets Cirkulation i Organismen. Ko- 
penhagen 1916. 
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von 0,05 cem einer 16°/,igen Aufschläimmung von „Salicylas 
hydrargyricus“ in Öl fast die ganze injizierte Menge resorbiert, 
von 0,75 cem einer 2°/ igen Lösung von Benzoas hydrargyricus 
ca. 66°/, und von 0,05 cem einer 20°/,igen Aufschlämmung von 
Kalomel ca. 50°/,, von 0,05 cem Oleum cinereum (50°/,) ca. 
20°), 

Nach dem Aufsaugen verteilt sich das Quecksilber 
über den ganzen Körper. Auch in der Spinalflüssigkeit, wo 
das Vorhandensein des Quecksilbers bisher nicht mit Sicher- 
heit festgestellt worden ist, gelang es uns, es jedesmal durch 
drei Analysen nachzuweisen. Übrigens fand sich bei allen 
10 Analysereihen (4 Patienten und 6 Kaninchen) in groben 
Zügen dieselbe Verteilungsweise wieder, die übrigens recht 
gut mit früheren Befunden übereinstimmt. Am meisten wurde 
in den Nieren gefunden, dann in der Leber; bedeutende Mengen 
gleichfalls im Darmkanal und teilweise in Milz und Herz. 
Lungen und Muskelgewebe enthielten mäßige Mengen, Ge- 
hirn und Fettgewebe dagegen nur ganz wenig. Sowohl der 
Dünndarm- als der Dickdarminhalt enthielt bedeutende 
Mengen. 

Von den Körperflüssigkeiten enthielt das Blut konstant 
recht bedeutende Mengen: 1 bis 2 mg pro Liter. Sowohl 
Erythrocyten als Leukocyten und Plasma enthielten Queck- 
silber — im Gegensatz zu dem, was früher behauptet wurde — 
und das Quecksilber schien einigermaßen gleichmäßig zwischen 
ihnen verteilt. Die Galle enthielt stets sehr große Mengen; 
die Spinalflüssigkeit dagegen nur ganz wenig, während die 
Ascitesflüssigkeit in 3 Fällen recht ansehnliche Mengen enthielt. 
Eine fraktionierte Fällung von Globulinen und Albuminen er- 
gab in beiden reichliches Quecksilber, dagegen keins in der 
Restflüssigkeit. 

Die drei untersuchten Foeten enthielten alle reichliche 
Mengen Hg. 

Die Ausscheidung des Quecksilbers findet statt zu- 
sammen mit Harn, Faeces, Schweiß und Mundspeichel. Die 
Lungen scheinen dagegen kein Quecksilber auszuscheiden. Mit 
dem Schweiß und Speichel wird nur sehr wenig ausgeschieden, 
und die Hauptmasse des mit dem Mundspeichel Ausgeschiedenen 


geht zudem in den Verdauungskanal über. Die Hauptaus- 
25* 
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scheidewege sind Nieren und Darm, während man aber früher 
der Ansicht war, daß die Hauptmasse mit dem Kot ausge- 
schieden wird, haben die vorliegenden Untersuchungen er- 
geben, daß dies nur ganz ausnahmsweise der Fall ist, und zwar 
meist wenn die gesamte Tagesausscheidung gering ist. In der 
Regel werden während einer Kur ?/, bis °/, der gesamten Aus- 
scheidung durch die Nieren ausgeschieden. 

Die Ausscheidungskurve im Harn gestaltet sich bei 
jedem der untersuchten Behandlungsverfahren in charakteristi- 
scher Weise. Bei der Inunktionskur steigt die Kurve die ersten 
Wochen hindurch gleichmäßig an, um sodann einen mehr 
horizontalen Lauf mit einer Tagesausscheidung von 2 bis 3 mg 
anzunehmen. Bei wöchentlichen Injektionen von 10 cg Mer- 
kuribenzoat in 2°/,iger wäßriger Lösung nimmt die Kurve 
einen charakteristischen „gezahnten“ Verlauf an, mit kräftiger 
Ausscheidung von 4 bis 6 mg im Laufe der ersten 24 Stunden 
nach der Injektion, gleichmäßig abfallend im Laufe der Woche 
und mitunter ganz bis auf 1 bis 2 mg hinab, um sodann bei 
der nächsten Injektion jäh anzusteigen. Bei Injektion ent- 
sprechender Mengen von Merkurisalicylsäureanhydrid 
(Salicylas hydrargyricus) erhält man eine ähnliche, nur noch 
schärfer gezahnte Kurve von noch unregelmäßigerer Form. Bei 
Injektion von 5 eg Kalomel in 20°/,iger Ölaufschlämmung 
mit 5tägigem Zwischenraum erhält man eine Kurve, die fast 
ganz derjenigen ähnelt, die man bei der Inunktionskur erhielt, 
und an der die einzelnen Injektionen gar nicht hervortreten. 
Mit Injektionen von 10 cg Ol. cin. (Möller), gleichfalls mit 
5tägigem Zwischenraum, wurde nur ein einzelner Patient unter- 
sucht. Bei ihm erhielt man eine sehr unregelmäßige Aus- 
scheidungskurve, indem nur während des mittleren Drittels der 
Kur größere Mengen ausgeschieden wurden, trotz fortwährend 
regelmäßig fortgesetzter Behandlung. Im übrigen finden sich 
an allen Kurven zahlreiche kleinere Unregelmäßigkeiten, deren 
Vorhandensein in keiner bestimmten Weise motiviert werden 
kann. 

Die Ausscheidungskurven bei den behandelten Kaninchen 
gestalteten sich in einer Weise, die gut mit den oben beschrie- 
benen Kurven übereinstimmt, Mit der Ausscheidung von 
größeren Quecksilbermengen folgt meist eine mäßige Polyurie; 
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im übrigen fand sich aber kein konstantes Abhängigkeitsver“ 
hältnis zwischen Quecksilbergehalt und Harnmenge. 

Mit den Faeces werden im Gegensatz zu dem, was man 
früher allgemein angenommen hat, geringere Mengen aus- 
geschieden als mit dem Harn, und die täglich ausgeschiedenen 
Mengen schwanken in höchst unregelmäßiger Weise von Tag 
zu Tag. Die beim Harn charakteristische Steigerung während 
der Kur fehlt hier fast ganz, eine höchst eigentümliche Tat- 
sache, auf die man früher durchaus nicht aufmerksam war. 

Die Ausscheidung nach Aufhören der Kur wurde in einem 
einzelnen Fall untersucht. Sie nahm hier recht langsam und 
in einer etwas intermittierenden Weise ab. Noch nach 6 Wochen 
fanden sich Mengen von 0,5 mg, die im Laufe eines Tages 
ausgeschieden waren. 


Über das Vorkommen von Phosphaten 
im menschlichen Blutserum. I. 


Säurelöslicher Phosphor bei Gesunden und Kranken. 


Von 
Joh. Feigl 


Aus dem Chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses 
Hamburg-Barmbeck. 


(Eingegangen am 9. März 1917.) 


Einleitung. 


In Beziehung zu den unter dem Begriffe des Rest- 
stickstoffs summarisch zusammengefaßten krystalloiden Sub- 
stanzen der Blutflüssigkeit werden durch die Verhältnisse bei 
gewissen Formen von Störungen der Nierenfunktion auch Ver- 
schiebungen in der Konzentration der anorganischen Salze von 
Bedeutung, sowohl in theoretischer wie in praktischer Hinsicht. 
Im Vordergrund der Betrachtung steht die Gesamtheit der 
Chloride, rechnerisch repräsentiert durch das Natriumsalz, an 
das sich bereits seit längerer Zeit durchgeführte experimentelle 
Untersuchungen wie die bekannten praktischen und diätetischen 
Maßnahmen knüpfen. Sieht man nun von der nach der jetzigen 
Lehrmeinung vorkommenden einseitigen Retention der Chloride 
ab — über eine solche liegen in blut- bzw. serumchemischer Hin- 
sicht allgemeiner ausgearbeitete Materialien von Wert sehr 
spärlich vor —, so tritt die Aufgabe der Ergründung von Paral- 
lelerscheinungen oder speziellen Einflüssen sowohl im Gebiete 
der anorganischen Krystalloide überhaupt hervor, wie auch die 
der Aufdeckung von Beziehungen zwischen Salzen schlechtweg 
und den Schlacken des Stickstoffstoffwechsels. Diese Frage würde 
wieder eine genaue Kenntnis des Umfanges, der Grenzen, des 
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Durchschnitts, individueller Abweichungen wie alimentärer 
Bewegungen im Kochsalzspiegel von Blut, Plasma und Serum 
unter normalen und pathologischen Verhältnissen bei unge- 
störter Nierenfunktion voraussetzen. Anknüpfend an eine ge- 
sicherte Basis von Konstanten über die Zustände beim Ge- 
sunden, würde die Beurteilung abweichend befundener Werte 
bei Krankheiten, insonderheit der Niere, zur Diskussion treten 
können. Nach allem, was hierüber bekannt — einen Kern- 
punkt spezieller Art stellen neue Untersuchungen von Myers 
und Fine an Nierenpatienten dar!) —. ist die auf pathologischen 
Ursachen beruhende Ablenkung in der Größe des Gehaltes an 
Chlorion, gemessen am Natriumchlorid, eine nur mäßige und 
relativ weder bedeutende noch allgemein wie in speziellen Fällen 
konstante. Immerhin hat bekanntlich die ganze Frage des 
Chloridspiegels in praktischer Beziehung noch Problematisches 
an sich, weil die Verhältnisse der Salzdepots, des „Abwanderns 
in die Organe“, der denkbaren alimentären Einflüsse hier ein- 
greifen °). 

Zu Untersuchungen über die Abartungen bei gestörter 
Nierenfunktion an Hand einer auf den Gesamtgehalt an anor- 
ganischen Krystalloiden bezogenen Methodik haben bisher kaum 
Antriebe vorgelegen, einzelne Beobachtungen demnach weder 
Raum noch praktische Bedeutung erlangt’). Die summarische 
Darstellung von Veränderungen in der Größe der bezüglichen 
Konstanten durch physikalisch-chemische Methoden steht im 


1) V. C. Myers und M. 8. Fine, Journ. of Biolog. Chem. 20, 391, 
1915, eingehend untersuchte Reihen; ferner A.C. Woods Arch. of Inter. 
Med. 16, 277, eingehende Blutuntersuchungen u. a. 

2) Zusammenfassung älterer Arbeiten in C. Neuberg, Der Harn 
usw. 2, 1911, Berlin. Artikel Blut von I. Bang. Neue Gesichtspunkte 
zu dieser Frage resultieren aus den Schlußfolgerungen der Untersuchungen 
der Teneriffaexpedition 1910. IV. Abhandlung H. Durig, C. Neuberg, 
N. Zuntz, Diese Zeitschr. 72, 252, 1915 und der anschließenden 
Untersuchung von E. Berry (Leitung von N. Zuntz) ebenda 285. Es 
wird die Hautausscheidung des Chlors eingehend behandelt (umfassende 
Literaturangaben). Das Schwinden des Chlors aus dem Harn in der 
Krise der Pneumonie wird mit der Hautausscheidung in Zusammenhang 
gebracht (S. 302). 

3) Zusammenfassung bei A. Albu und C. Neuberg, Mineral- 
stoffwechsel, Springer, Berlin 1906, 20. Arbeiten von Rumpf und 
Erben. 
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engen, bisher kaum entsprechend differenzierten Zusammen- 
hange mit den Verhältnissen, die die krystalloiden Individuen 
des Reststickstoffs, die Kohlenhydrate, vielleicht Anteile der 
Lipoide, Fette und Farbstoffe, deren Vorstufen oder Abbau- 
produkte betreffen +). 

Wie eine Überschau vom Stande der Sache lehrt, sind 
die Umstimmungen im Gehalt von Blut und Serum an anor- 
ganischen .Krystalloiden relativ in quantitativer Hinsicht denen 
der organischen Stoffe unterlegen. Nun hat das Studium patho- 
chemischer Erscheinungen im Gebiete der Nierenfunktion großes 
Interesse an der Erörterung der die Gesamtheit der Salze oder 
vielleicht an deren Statt zunächst technisch oder methodisch 
günstig darstellbare, biologisch entsprechend begründete Aus- 
schnitte dieses Begriffs betreffenden Veränderungen einmal 
wegen der Begrenzung, Bemessung und Beurteilung der ein- 
seitigen Funktionsstörung, zum anderen wegen der allgemeinen 
Beziehungen unter den angestauten Krystalloiden nach Gruppen 
und Individuen’). Im Dienste der Diagnose und weiterhin 
der Prognose werden entsprechende Methoden zu Fortschritten 
auf diesem Gebiete führen können). Einen in verschiedener 
Richtung neuartigen Weg deuten Arbeiten von Greenwald 
an, der den Spiegel der Phosphate, zugleich einige orientierende 
Ergebnisse liefernd, in Angriff nahm‘). Bei der Ausgestaltung 
der methodischen Gedankengänge und zahlenmäßigen Resultate 


1) So wurde z. B. von C. Neuberg und P. F. Richter, Deutsche 
med. Wochenschr. 40, 499, 1904 bei hohen Werten für das Reststick- 
stofigebiet (spez. ermittelt für Aminosäuren) ó des Blutes zu 0,61° und 
0,64° (letal) bestimmt (bei sicherer Nierenschädigung). Verf. fand (mit 
Luce), 1. e., ebenfalls bei akuter gelber Leberatrophie, die aber sicher 
keinen Anhalt für Morbus Brightii bot, bei extremen Werten im Rest- 
stickstoffgebiet ó 0,59%, a 0,61°. H. Strauß, Die Nephritiden, Berlin, 
1916, 48, präzisiert den derz. Standpunkt zugunsten der chem. Methodik 
(R-N-Bestimmung). 

2) J. Feigl und H. Luce, Diese Zeitschr. (Febr., Festschrift für 
Johs. Orth) 79, 3/4, 1917; J. Feigl, ebenda 81, 1917. 

3) Neue derartige Versuche von M. Rosenberg, Münch. med. 
Wochenschr. 6, 29, 1916 und Berl. klin. Wochenschr. 1916 an Hand der 
Kreatininämie müssen aus methodenkritischen Gesichtspunkten zum 
mindesten als bedingt angesehen werden. 

1) J. Greenwald, Journ. of Biolog. Chem. 21, 29, 1915 und Proc. 
Roy. Soc. Exper. Biol. Med. 12, 71, 1915 (Jan.). 
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des Autors haben sich in verschiedener Hinsicht Befunde 
erzielen lassen, die über seinen Standpunkt in der Frage der 
Phosphatämie hinausgehen und die zur Kennzeichnung des 
bisherigen Standes unserer Vorstellungen von Bedeutung sein 
dürften. Aus den Arbeiten des Autors wurde für einen Teil 
der seit längerem durchgeführten Untersuchungen, über die 
Verf. mehrfach berichtet hat!), zunächst seine mikrochemische 
Methodik übernommen und nachgeprüft; später wurden andere 
Verfahren und Modifikationen eingeschlagen, über die noch zu 
sprechen ist. 

Eine weitere Bedeutung kommt der Arbeit Greenwalds 
deshalb zu, weil er experimentelle Voraussetzungen betätigte, 
die an die Verteilung des Phosphors hinsichtlich seiner Bin- 
dungsformen, soweit solche im Serum vorkommen, anknüpfen. 
Dort war die Anordnung des Phosphors in Lipoidkomplexen 
hinsichtlich der beim Gesunden wie in Krankheiten vorkom- 
menden Mengen und Wandlungen Gegenstand biologischer und 
klinischer Untersuchungen gewesen?). Greenwald faßte den 
Begriff des Lipoidphosphors gegensätzlich und differential zum 
„säurelöslichen*“ in einer Methode zusammen; neben beiden 
spielt der „proteingebundene“ im Serum eine praktisch unter- 
geordnete Rolle und schlfeßt sich ersterem an. Nach älteren 
Versuchen unter Einhaltung der Richtlinien präparativer Ver- 
fahren brachte der Autor den jetzigen Analysengang in Vor- 
schlag. Er beruht auf der Enteiweißung mit Pikrinessigsäure, 
entsprechender Filtration, Säuregemischveraschung, Analyse der 
nunmehr völlig mineraliserten Phosphate beider Fraktionen mit 


1) 1. o. 1) aus dieser Zeitschr. 77, 3/4, 189, 1916 und Vortrag im 
Arztl. Verein zu Hamburg, 2. Mai 1916; Hamb. Arzte-Korr. 20, 223, 
1916; Deutsche med. Wochenschr. 42, 40, 1242, 1916. 

2) J. Greenwald, Journ. of Biolog. Chem. 14, 369, 1913; Am. 
Journ. med. Sc. 225, 1914. Methodik nach W. Koch und H. S. Woods, 
Journ. of Biolog. Chem. 206, 1905/6. W. Klein und L. Dinkin, Zeit- 
schr. f. physiol. Chem. 92, 302, 1914. F. Lesser, Arch. f. Derm. Syph. 93, 
609, 1912. H. Beumer und M. Bürger, Zeitschr. f. experim. Pathol. 
Pharmakol. 13, 343, 1913. G. Peritz, ebenda 5, 607,1908/9. A. Born- 
stein, Monatsschr. f. Psych. Neurol. 25, 160, 1909 und Zeitschr. d. ges. 
Neurol. u. Psychol. 6, 605, 1911. Die Untersuchungen dieser Richtung 
bedürfen der Berücksichtigung bei den einschlägigen methodologischen 
Betrachtungen. 
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einem von Pouget und Chouchak gegebenen Reagens, das 
gute colorimetrische bzw. nephelometrische Messungen zuläßt. 
Die Fraktion des „säurelöslichen Phosphors“ vereint also frei 
gelöste Phosphate, durch mäßige Acidität wasserlöslich wer- 
dende und solche, die aus komplexer organischer Paarung bei 
der Verbrennung in anorganischen Zustand zurückkehren. 

An die Verhältnisse des letzteren knüpfen Untersuchungen 
des Verf. an, die im Mai 1915 begonnen wurden. 


Bisheriger Stand der Frage. 


Die Ergebnisse von Greenwald über die Phosphorver- 
teilung erstrecken sich auf orientierende Versuche über Nüchtern- 
werte (4 Personen), zeitlich beobachtete Folgeerscheinungen nach 
alimentären Einflüssen, bei Gesunden (2 Personen, 8 Ent- 
nahmen) auf einzelne Krankheitszustände (10 Fälle), besonders 
auch auf Nephritiden (25 Fälle). Als Grenzen des Lipoidphos- 
phors werden Allgemeinwerte von 7,0 bis 13,0 mg P für 100 ccm 
Serum mit seltener Herabsenkung der Basis auf 5,0 mg ange- 
sehen. Sie halten sich im ganzen auf Höhen, die den Befunden 
von Taylor und Miller — die 4,0 mg bis 6,0 mg P angeben — 
entsprechen würden!). Dagegen weichen sie ziemlich, zum Teil 
erheblich, ab von den Ergebnissen älterer wie jüngerer Unter- 
suchungen, die auf präparativ-analytischer Technik mit Ex- 
traktionsverfahren fußen?).. Eine mittelbare, aber durchaus 


1) A. E. Taylor und C. W. Miller, Journ. of Biolog. Chem. 18, 
214, 1914. Nach einer Mitteilung an J. Greenwald (Fußnote l. c.) 
beurteilen die Autoren ihre niedrigen Werte, die denen von G. nach- 
stehen, als durch unvollständige Extraktion mit bedingt. 

2) Über die Eignung der zu präparativen Zwecken entworfenen 
Extraktionsmethoden bei quantitativen Analysen sind die Äußerungen 
der jüngsten Untersucher zumeist ablehnend aufzufassen. Weder die 
Alkoholfällung oder Lufttrocknung, noch Wasserbindung mit Calciumsul- 
fat, Natriumsulfat (für Lecithin auch Natriumphosphat) — besonders die 
guten präparativen Methoden nach Angaben von S. Fraenkel, Abder- 
halden, Handb. der Biochem. Arbeitsmethoden — geben hier zuver- 
lässige Zahlen. Von gutem Erfolge scheint dem Verf. die Methode von 
W. R. Bloor, Journ. of Biolog. Chem. 17, 377, 1914 (Fettbestimmung 
und Extraktion); ebenda 22, 133, 1915 (Lecithinbestimmung und mikro- 
chemische Nephelometrie); ebenda 22, 145, 1915 (Nephelometer, durch 
Umwandlung eines Dubosq - Apparates); 22, 141, 1915 (Kritik der mikro- 
chemischen Lecithinmethodik hinsichtlich der löslichen Phosphate; 24, 227, 
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wichtige Frucht ergaben die einschlägigen Arbeiten von Green- 
wald durch die Begründung bis dahin fehlender Vorstellungen 
über die Mitbeteiligung von Lipoidstickstoff (löslich in wasser- 
freien Solventien) an den Werten für den gesamten Reststick- 
stoff) Der Autor nennt beim Menschen einen Wert von 
2,6 mg N für 100 ccm Serum. Verf. hat die diesbezüglichen 
Angaben erweitert und konnte zeigen, daß bei Enteiweißungs- 
verfahren, die sich auf die Mitverwendung, bzw. ausschließliche 
Benutzung wasserfreier Stoffe beziehen, bei Serum Beträge (inner- 
halb der Vorgänge gewisser Krankheiten) von 6,0mgN in 
Lipoidbindung in Betracht kommen können, und daß solche 
von 3,0 mg bis 4,5 mg ebendarin untersucht, bei pathologischen 
Anlässen nicht zu Seltenheiten gehören?). Hieraus würde sich 
bei Einhaltung der Vorstellungen von Bang, Folin, Green- 
wald®) und den übrigen modernen Forschern, die 35,0 mg 
Gesamtreststickstoff in 100 cem Blut als obere Grenze ansehen, 


1916; 27, 1908, 1916 (Gesamtcholesterin und dessen Fraktionen); 24, 447, 
1916, bes. 25, 577, 1916 (Klinische Daten und Zusammenfassung). Immerhin 
weicht auch dieses Verfahren, von dem Bloor selbst den Ausschluß anor- 
ganischer bzw. säurelöslicher Phosphate methodisch zu erhärten versuchte, 
im Gebiete der Cholesterinfraktion erheblich nach oben gegen die Werte 
von W. Autenrieth und A. Funk ab, worüber J. H. Mueller, Journ. 
of Biolog. Chem. 25, 549, 1916 eingehend methodenkritisch gearbeitet hat. 
Verf. hat mehrfach Gelegenheit gehabt, nach A. Bornstein (I e.) mit 
durchaus nicht übereinstimmenden Ergebnissen zu arbeiten. 

1) J. Greenwald, Journ. of Biolog. Chem. 21, 62, 1915 (nach 
Koch und Woods 1. e.) und ebenda 14, 369, 1913. 

2) Ausgeführt nach dem methodischen Gange von Greenwald. 
Seitdem I. Bang gezeigt hat, daß an der Gesamtreduktion jodbindende 
Komplexe beteiligt sind, die er für die Mikrozuckermethode durch Ent- 
eiweißung bei Gegenwart von Uranylacetat in der neuen, kalt benutzten 
Extraktionsflüssigkeit ausschließt, wurde erstrebt, nähere Anhaltspunkte 
über diese Fehlerquelle zu finden. Aus Versuchen nach dieser Richtung 
stammen die obigen Angaben des Verf. Die genannte Uranylmethodik 
scheint für das Restreduktionsproblem darum von Interesse, weil sie 
Verhältnisse schaffen dürfte, die der Größe und dem individuellen Um- 
fange des Nichtproteinstickstoffs bei der Uranylmethode nahestehen. 
I. Bang, Mikrobestimmungen einiger Blutbestandteile, Wiesbaden 1916. 

3) Zit. bei Verf., diese Zeitschr. 77, 3/4, 1913, 1916; auch bei A. O. 
Gettler und W. Baker, Journ. of Biolog. Chem. 25, 215, 1916 (dort 
Taylor und Halton, MacLean und Selling, Myers und Fine), die 
eigene Reihe von Gettler und Baker zeigt 45 mg als obere Grenze. 
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ergeben, daß gut 10°/, des fraglichen Wertes gelegentlich aus 
Lipoidstickstoff bestehen können. Bei Anwendung von Voll- 
blut gestaltet sich, ebenfalls dergestalt schematisch berechnet, 
die Proportion in der Norm’ ähnlich; in pathologischen Um- 
stimmungen gelegentlich höher, wenn nach Taylor und Flo- 
rence!) bzw. nach Wolf?) bzw. — dann geringeren Grades —, 
wenn nach Folin und Denis?) enteiweißt wird. 

Die Variationsbreite für den unorganischen Phosphor, prä- 
ziser den „säurelöslichen* im Filtrat der Enteiweißung gibt 
Greenwald mit Grenzen von 2,0 mg bis 6,0 mg P in 100 ccm 
Serum an. In diesen Rahmen fallen jedoch, an den wir uns 
gegenwärtig halten müssen, die Befunde unter alimentären Be- 
wegungen mit hinein. Außerdem müssen wir die Vorstellung 
festhalten, daß diese Fraktion eine summarische Angabe ver- 
mittelt, die direkt gelöste, durch die Säure krystalloid ge- 
wordene und endlich aus komplexer Bindung abgespaltene 
Komponenten umfaßt. Taylor und Miller hatten die An- 
wesenheit von anorganischen Phosphaten im Serum nach meß- 
baren Beträgen in Abrede gestellt‘. Bald darauf bearbeiteten 
indes Marriott, Haeßler, Howland .die gleiche Frage’). 
Sie legten sich auf direkt erzielbare (s. u.) Zahlen von 1,0 mg 
bis 3,0 mg Phosphor (P) für 100 com Serum fest. 

Wie nun eingangs erwähnt wurde, beansprucht die Frage 
der Fraktion säurelöslicher Phosphate des Serums erhebliches, 
zunächst auf Betrachtungen über die nephritische Retention 
orientiertes Interesse. 


1) A. E. Taylor und H. Florence, Journ. of Biolog. Chem. 22, 
63, 1915; 200,0 bis 500,0 mg Blut in 10 cem Alkoholäther, absolut (8 : 1). 

2?) Ch. G. L. Wolf, absoluter Alkohol, Journ. of Physiol. 49, 89, 
1914; Chem. Centralbl. 1, 915, 1915. 

3) O. Folin und W. Denis, Methylalkohol, Chlorzink, Journ. of 
Biolog. Chem. 11, 529, 1915. 

4) ].c. in Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Dialyseme- 
thode A. Gürber, Verhdl. d. physikal.-med. Ges. Würzburg 28, 129, 
1894/95. Eine Parallelität zwischen direkt dialysierendem und in saurer 
Lösung extrahierbarem Betrag an anorganischem Orthophosphat kann 
kaum erwartet werden (s. später). 

s W. MacKim Marriott, F. H. Haeßler, J. Howland, Journ. 
of Biolog. Chem. 24, 18, 1916. 
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Ergebnisse eigener Untersuchungen. 
Gesunde. 


Stellt man sich auf den Boden der Technik von Green- 
wald, so hat man sowohl den Vorzug mikrochemischer Vor- 
aussetzungen wie auch die Möglichkeit synoptischer Beobachtung 
der Phosphatverteilung, indem aus 1,0 ccm bzw. 2,0 ccm Serum 
durch den Vorgang der Enteiweißung sowohl der fällbare, 
vorwiegend lipoidische, wie der nicht fällbare, vorwiegend an- 
organische Anteil parallel bestimmbar werden. Es muß hier 
sofort betont werden, daß die Grundlage der Untersuchungen 
ein sorgfältig isoliertes und von artifiziellen Störungen freies Serum 
darstellt, auf dessen Verhältnisse daher auch die übrigen 
Konstanten des Reststickstoffs und Salzgebietes bezogen werden 
müssen, wenn Gegenüberstellungen in biologischer und diagno- 
stischer Hinsicht durchgeführt werden. Die Arbeiten im Ge- 
biete des krystalloiden Nichtproteinstickstoffs verlangen bei 
praktischen Zielen möglichst strenge Einhaltung des Begriffs 
Nüchternwert!). Dieser bedarf durch Rücksichtnahme auf Stö- 
rungen des Salz-Wasser-Temperaturgleichgewichts, der Begleit- 
und Folgeerscheinungen von Resorptionsvorgängen großer Auf- 
merksamkeit. In der Frage der Phosphatämie bedürfen wir 
bei den nur orientierenden Angaben Greenwalds eingehender, 
vor allem zahlreicherer Angaben über die Verhältnisse der Nüch- 


ternwerte. 
Tabelle I. 
Säurelöslicher Phosphor im Serum. 


I. Normale Individuen. Nüchternwerte. (Gesunde und Geheilte.) 
mg P in 100 cem Serum. Anzahl der Beobachtungen absolut und prozentisch. 















5 6,0 und 
S unter 1,0| 1,0—2,0 | 2,0—3,0 | 3,0—4,0 | 4,0—5,0 | 5,0—6,0 d arüber 
Ss % abs. | °lo 





50 | 1ı]2f ee | [so | 14] 28 aD 
eloJof|ı 12,5 1 113,5 4| 50 0 jo 0 | 0 
Die Tabelle lehrt, daß von 50 Gesunden bzw. Solar 


geheilten Rekonvaleszenten, bei denen jeder Verdacht auf 
pathologisch erhöhte Beträge zum Ausschlusse aus der Ver- 


1) J. Feigl und A. V. Knack, Centralbl. f. d. Ges. Inn. Med. 1917, 
Nr. 9, bez. Ärztl. Verein Hamburg, Sitzung 16. I. 1917. 
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suchsreihe führte — an Hand anamnestischer und klinischer 
Daten — die Hauptmenge mit mittleren Werten vertreten ist. 
Unter 1,0 mg P in säurelöslicher Form liegen nur 2°/, der 
Gesamtzahl, über 4,0 mg, 5 mg überhaupt nicht erreichend 8°|,. 
Die restlichen 90°/, erfüllen die übrigen Stufen zwischen 1,0 mg 
und 4,0 mg, indem fast volle 80°), allein zwischen 2,0 mg und 
4,0 mg und unter 2,0 mg, bis 1,0 mg nur 12°/,, über 4,0 mg 
bis 5,0 mg 8°/, liegen. Man wird danach sagen dürfen, daß 
die Methode von Greenwald dem „säurelöslichen“ Phos- 
phor (als komplexen Begriff) allgemein Normalwerte 
im streng nüchternen Zustande bei Erwachsenen be- 
friedigenden bis ausgezeichneten Allgemeinzustandes (Ernäh- 
rungsverhältnisse des ersten und zweiten Kriegsjahres, den 
norddeutschen Gepflogenheiten angepaßt), ausgeruht und 
funktionell als gesund erwiesen, von 2,0 mg bis 4,0 mg P 
für 100 cem Serum zuweist. 

Über die kurzen Beobachtungen des Autors der Methode 
heben sich die Resultate dieser Reihe weiter hinaus, indem 
14°/, der Untersuchten unter seine bei wenigen Versuchen (4) 
ermittelte untere Grenze fallen und indem ferner für Nüchterne, 
Gesunde, Werte über 4,0 mg selten zugelassen werden dürfen. 

Acht weitere Fälle, die gelegentlich ohne klinische Daten 
einbezogen werden konnten und bei denen eingehendere Anam- 
nese und Beobachtung fehlte, verteilten sich nach Ausweis der 
Tabelle immerhin ähnlich auf die Stufen, die der Aufführung 
zugrunde gelegt waren. 

Die weiteren Untersuchungen an den 50 Gesunden lieferten 
folgende, kurz aufgeführte Ergebnisse. Die Zahlen für den ge- 
samten Reststickstoff, bestimmt nach der Methode von Green- 
wald mit Trichloressigsäure unter Nachklärung mit Kaolin 
lagen zwischen 17,0 mg und 34,0 mg in 100 ccm Serum')?), 


1) Diese Werte (Greenwald, l. c. 1915) fallen etwas höher 
aus als die nach Folin und Denis erzielten; z. B. entsprechen 21,2 mg 
bzw. 22,0 mg bzw. 23,9 mg bzw. 35,9 mg bzw. 66,7 mg bzw. 110,0 mg 
bzw. 174,0 mg nach der Methylalkoholmethode 26,3 mg bzw. 31,7 mg 
bzw. 83,8 mg bzw. 50,5 mg bzw. 73,4 mg bzw. 133,0 mg bzw. 195,0 mg 
nach der Trichloressigmethode. 

1) O. Folin und W. Denis, ursprünglich 22,0 mg bis 26,0 mg, 
später auch 85,0 mg in 100 ccm Blut normal. I. Bang, Mittelwert 
25,0 mg, Grenzen 19,0 mg und 86,0 mg (1915). 
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die für die Harnstofffraktion im Sinne von Bang, bestimmt 
nach Folin und Denis zwischen 10,0 mg und 18,0 mg!). Die 
Differenz, Aminosäurefraktion im Sinne von Bang?) erfüllte 
einen Bereich von 6,0 mg und 18,0 mg, die Harnsäure nach 
Folin-Denis-Steinitz-Benedict einen solchen zwischen 
1,4 mg und 2,7 mg), das präformierte Kreatinin nach Folin- 
Denis-Myers einen solchen zwischen 0,7 mg und 1,8 mg‘), 
Kreatinin zwischen 4,5 mg und 0,08 mg?) Gesamtreduktion (Blut- 
zucker) nach Bangs Mikromethodik 0,07°/, bis 0,11°/,), end- 
lich Kochsalz nach Larsson zwischen 570,0 mg und 628,0 mg 
für 100 ccm Serum’). Die Prozente der Harnstofffraktion lagen 
zwischen 44 und 58, die der Aminosäurefraktion — beide im 
Sinn von Bang, — entsprechend. Die geläuterte Fraktion der 
Aminosäuren im Sinne des Verf. bewegte sich mit absoluten 


1) O. Folin und W. Denis, 10,0 bis 13,0 mg. I. Bang, 15,0 mg 
mit äußersten Grenzen 6,0 mg und 20,0 mg, im allgemeinen bedeutend 
enger. 

2) Nach O. Folin nicht definiert. Nach Myers „nicht bestimmt“. 
Nach I. Bang ÜrN + NH,-N 12,0 mg als Durchschnitt, 3,0 mg und 
22,0 mg als äußerste, überwiegend eingeengte Grenzen. 

8) Zit. bei Verf., diese Zeitschr. 77, 3/4, 189, 1916; 80, 1917. 

$) Zit. bei Verf., diese Zeitschr. 1917. 

5) Ebenda. 

% I. Bang, 1915. 

7) K. Larsson, diese Zeitschr. 48, 483, 1913. Verf. muß nach 
Überschau eines großen, besonders im Reststickstoffgebiet pathochemi- 
schen Materials die unverhältnismäßig größere Sicherheit und Zuver- 
lässigkeit der Koagulationsmethode gegenüber der Fällung mit Eisen- 
hydroxyd nach H. Rogée und C. Fritsch, diese Zeitschr. 64,53, 1913 
anerkennen. So wertvoll die Eisenmethode nach vielen, bes. auch des 
Verf. Erfahrungen, 1. o. 1916, 1917 ist, so wenig ist sie bei der Bestim- 
mung des Chlors zu empfehlen, da ihr bei schwierigem Material, vgl. 
Verf. und Luce, nicht unerhebliche Unsicherheit, durch R.N. spez. Ur., 
innewohnt und demgegenüber die momentanen technischen Vorzüge in 
Fortfall kommen. Verf. möchte die kritischen Einwände von Bang gegen 
die Methode von Rogée und Fritsch weiterer Beachtung, namentlich 
für pathologische Blutarten, empfehlen. Erfahrungen in anderen hie- 
sigen Laborstorien (0. Schumm) stimmen mit denen des Verf. über- 
ein. I. Bang, Diese Zeitschr. 56, 158, 1913. H. Rogée und C. Fritsch, 
Diese Zeitschr. 54, 53, 1913. Überdies besitzen wir ja auch die vortreff- 
liche Mikromethode von I. Bang (1916). 
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Werten von 4,5 mg bis 15,2 mg für 100 cem Serum!) Be- 
ziehungen zwischen den Beträgen des Reststickstoffgebiets, des 
Zuckers, der Salze zu den Phosphaten haben sich kaum auf- 
finden lassen. Kreuzungen hoher und niederer Zahlen kommen 
vor. Bei einigen Personen angestellte Parallelermittelungen für 
Vollblut haben Befunde der bekannten Art ergeben; der Koch- 
salzspiegel erstreckte sich bei 30 Leuten auf einen Bereich von 
445,0 mg bis 518,0 mg für 100 ccm Blut. 

Man wird nach vorstehenden Beobachtungen mit der An- 
nahme von 4,0 mg P als allgemeiner, von 5.0 mg P in 100 cem 
Serum als seltener (noch unter 10°/, der Beobachtungen) oberer 
Grenze im Rahmen der Enteiweißung und sauren Extraktions- 
methodik bei Bestimmung der Gesamtfraktion des löslichen 
Phosphors bei nüchternen, durchschnittlich ernährten, ausge- 
ruhten Gesunden auskommen. Die allgemeine untere Grenze 
liegt bei 2,0 mg P, die immerhin häufiger erreichte bei 1,0 mg P. 
Strengstes Erfordernis für den dergestalt erzielbaren Befund 
bleibt die Gewinnung hämoglobinfreien Serums durch die Zen- 
trifuge unter Vermeidung stärkerer Abkühlung der Probe Voll- 
blutes.. Eine solche ist, seit die Hämatinforschung im Serum 
in breiterer Ausdehnung betätigt wird?), gang und gäbe ge- 
worden, weshalb die parallele Verarbeitung mit Nutzen beiden 
Fragestellungen zu dienen vermag. 

Die nächste Aufgabe war in der Ermittlung pathologisch- 
physiologischer Werte zu sehen. 


1) Verschiedene amerikanische Autoren benutzen den Begriff „Re- 
sidual-N“ für die berechnete Aminosäurefraktion (Gettler und Baker), 
andere (A. C. Woods) für den endgültigen Rest nach getrennter Be- 
stimmung der Aminosäuren. Die Größe dieses letzten, nicht definierten 
Anteils scheint von der Technik der Aminosäurebestimmung, insbes. der 
Enteiweißung, von der Methode der Gesamtrest-N-isolierung abzu- 
hängen. In ihm finden die Oxyprotsäuren Aufnahme, die pathochemisch 
im Blut wenig gekennzeichnet sind, besonders nach den Mengen. 
I. Bang (Neuberg, Der Harn 2, 1. o.) denkt an die Möglichkeit ihres 
Ausschlusses durch die Eisenmethode. Vielleicht spielen die Abweichun- 
gen in den modernen Enteiweißungsmethoden (Folin, Greenwald u. a.) 
hier eine Rolle. Zusammenfassung bei O. v. Fürth, Probl. Physiolog. 
Patholog. Chem. 2, 141, bes. 142, 143, Leipzig 1913. 

2) Verf., diese Zeitschr. 74, 5/6, 394, 1916. O. Schumm, Zeit- 
schr. f. physiolog. Chem. 97, 32, 1916. 
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Tabelle II. 
Säurelöslicher Phosphor im Serum. 
II. Einfluß körperlicher Anstrengung. Nüchternwerte. 
mg P in 100 com Serum. Anzahl der Beobachtungen absolut und prozentisch. 
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Ergebnisse an Leuten nach körperlicher (Marsch -)An- 
strengung sind zusammengefaßt in Tabelle II. Es wurden 
18 Personen vor Antritt bzw. nach Beendigung einer 4- bis 
östündigen militärisch geregelten Marschleistung untersucht. 
Die Werte vor dem Marsche lagen zwischen 1,2 mg und 
5,1 mg P in 100 com Serum; hiernach erstrecken sie sich, 
parallel beobachtet, zwischen 1,4 mg und 6,8 mg. Vorher 
liegen 83°, der Zahlen zwischen 2,0 mg und 5,0 mg, 
77°/, zwischen 2,0 mg und 4,0 mg, 6°/, (1 Fall) über 5,0 mg 
(5,1 mg P!), nachher 67°/, im bezüglichen Mittelbereich, 22°, 
über 5,0 mg, deren eine Hälfte (2 Fälle) zwischen 5,0 mg und 
6,0 mg, die andere Hälfte (2 Fälle) über 6,0 mg (6,3 mg, 6,8 mg P). 
Der Spiegel des Kochsalzes im Serum, hier nach MacLean 
und van Slyke bestimmt!), zeigte kaum Erhöhung an, in- 
dem er vorher zwischen 558,0 mg und 621,0 mg, nachher 
zwischen 578,0 mg und 630 mg lag bei insgesamt höherem 
Durchschnittee Die Erörterung der Beobachtungen an den 
Marschteilnehmern kann hier aus verschiedenen Gründen nicht 
zum Selbstzweck gemacht werden. Phosphat- bzw. phosphatid- 
reiche Nahrungsmittel waren nicht zugelassen. Die Personen 
waren nicht einwandfrei Gesunde, sondern großenteils Rekon- 
valeszenten von leichteren Nierenstörungen, die als abgelaufen 
beurteilt werden mußten. Immerhin hat es den Anschein, 
als ob die Erhöhung in den Beträgen für den „säurelöslichen 
Phosphor“ eine durchweg größere, vielleicht in biologischer 





1) F. C. MacLean und D. D. v.Slyke, Journ. of Biolog. Chem. 
21, 361, 1915. 
Biochemische Zeitschrift Band 81. 26 
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Hinsicht prinzipiell andere und andersartig zu bewertende ist 
(Ursprung), als dies für die Chloride angenommen werden müßte. 
Die eingehende Erörterung wird nur in marschphysiologischen 
Betrachtungen Raum und Klärung finden können, in denen die 
Eindickung des Blutes, die Beobachtung des Harnes, Schweißes 
und der klinischen Konstanten mit gewertet werden!). 


Alimentäre Bewegungen. 


‚Anschließend wurden Versuche über alimentäre Schwan- 
kungen an Gesunden und Rekonvaleszenten angestellt. 


Tabelle III. 


Säurelöslicher Phosphor im Serum. 
III. Alimentäre Einflüsse, Nüchternwerte (Gesunde und Geheilte). 
mg Pin 100 cem Serum. Anzahl der Beobachtungen absolut u. prozentisch. 








6,0 und 


unter 1,0| 1,0—2,0 | 2,0—3,0 | 3,0—4,0 | 4,0—5,0 darüber 
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|oo]? 20 É 3 30] ı | IE 0 
10 0,0 0 0,0 Oj 1,10) 2 |20| 2 |20| 5 
Legt man in gewissem Anklange an ältere Annahmen von 
v. Bergmann u. a. neuere von Bang über die Stickstoffresorption 
die zweite Beobachtung in einen Zeitraum von 5 bis 7 Stun- 
den nach der Nahrungsaufnahme, bei der Nucleinsäuren, Gly- 
cerophosphate, Lecithin, Phytin gelegentlich eingefügt wurden, 
so beobachtet man absolute Anstiege bis hinauf zu 10,0 mg P 
für 100 cem Serum. Numerisch (an dieser Stelle vorläufig) 
zusammengefaßt lehrt die Beobachtung an den untersuchten 
10 Fällen (keine Bedenken über etwaige Hyperphosphatämie), 
daß nüchtern 80°), den Werte-Mittelbereich zwischen 
2,0 mg und 5,0 mg, 20°/,, der Rest, den zwischen 1,0 mg und 
2,0 mg für 100 cem P ausfüllen, während nachher nur 30°/, 
dem diesbezüglichen Mittelbereich angehören und 70°/, mit 
Einzelwerten über 5,0 mg P (vorher nicht beobachtet) vertreten 
sind, 50°/, sogar noch über 6,0 mg steigen. Gewöhnliche, 


a) Siehe hierzu besonders die Arbeiten der Teneriffaexpedition, 
IV. Abhandlung l. c. hinsichtlich der Arbeitspolyurie, des Chlorumsatzes 
der Hautsekretion. 
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durchschnittliche Kost vermag nach bisherigen Beobachtungen 
nur Werte von 6,0 mg hervorzubringen und durchschnittliche 
Anstiege von 100°/, bis 200°/, des Grundwertes zu äußern. 
Immerhin, und das war das wesentliche Ziel der fraglichen 
Arbeit, handelt es sich darum, Vorstellungen zur Charakteristik 
der Bewegungen um den Nüchternwert zu schaffen!,, Wie man 
sieht, ist der erzielbare Ausschlag in den Befunden über den 
„säurelöslichen“ Phosphor absolut und relativ eher größer, als 
er bei rein kostgemäßen , alimentären Durchschnittsverhält- 
nissen nach den modernen Beobachtungen von Bang für den 
Reststickstoff in Frage kommt. Die pathochemische und 
diagnostische Ausbeutung der Phosphatämie bedarf dieser Hin- 
weise aus verschiedenen Gründen. I 


Weitere Beobachtungen. 


Es folgen Beobachtungen an Leichenblut in solchen 
Fällen, bei denen intra vitam unter bisher mehrfach gestreiften, 
später zu erörternden Gesichtspunkten eine Hyperphosphatämie 
als ausgeschlossen angenommen werden dürfte. 


Tabelle IV. 
Säurelöslicher Phosphor im Serum. 
IV. Terminale Bewegungen. (Nierengesunde.) 
mg P in 100 ccm Serum. Anzahl der Beobachtungen absolut u. prozentisch. 














Anzahl 
= der Fälle 


= 
or 
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Es handelt sich um 15 durchuntersuchte Fälle mit 829/. 
der Zahlen im bereits genannten Mittelbereiche von 2,0 -bis 
5.0 mg bei noch günstigen Lebensverhältnissen; hernach finden 
sich dort 33°/,, darüber 67°/,, weiterhin über 6,0 mg (Maximum 
8,2 mg P) 33,5°/,. Es spielt mithin der terminale Anstieg 





2 |13| 7148| 4 |27| 1 711 7 
1 7] 2 |13| 2 |13] 5 1335| 5 |38,5 


1) Aus verschiedenen Gründen ist vielleicht auch auf therapeutische 
und diätetische Maßnahmen Rücksicht zu nehmen, insofern als neuerdings 
auch synthetische Produkte komplexer Phosphorsäuren eingeführt werden, 
Phytinpräparate schon länger im Gebrauch sind. 

26* 
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unter Ausschluß sonstiger Anlässe pathologischer Natur, die 
ihrerseits analytisch und klinisch weiterhin zu prüfen sind, eine 
nicht unbeträchtliche Rolle. Parallel behandelt, erhob sich bei 
Nierengesunden der Gehalt des Serums an Chlorion, berechnet 
als Kochsalz nach Larsson, auf nahe an 700,0 mg mit oft 
gesteigerten Werten. Der Gesamtreststickstoff findet sich ver- 
treten mit Zahlen bis zu 127,0 mg für 100 ccm Serum!). 


Pathologische Verhältnisse. Nicht-Brightiker. 


Reihenuntersuchungen an Patienten ergeben, daß Fieber- 
zustände (Pneumonie, Influenza, Typhus), Neubildungen, schwerer 
Diabetes, neuropathische Zustände mit Muskelerschütterungen, 
Organeinschmelzungen (akute gelbe Leberatrophie u. a.) ganz 
allgemein vorwiegend die schweren Grade mancher konsumie- 
renden Krankheiten Verhältnisse schaffen können, die mit er- 
höhten, zweifellos außerhalb des Bereiches von normalen Nüch- 
ternwerten liegenden Befunden einhergehen können. 

Einen Anlaß zum weiteren Verfolgen dieser Zustände bot 
selbstverständlich der eingenommene Standpunkt im Dienste 
der Nierenpathologie, da es sich um die Voraussetzungen 
handelte, die den Werten dieser Methodik geschaffen werden 
mußten. 

Den ersten, bereits (mit H. Luce) mitgeteilten Befund 
verdankt Verfasser einer Untersuchungsreihe eines Falles von 
akuter gelber Leberatrophie. Dort ließ sich zeigen, daß wäh- 
rend des Krankheitsverlaufes erhöhte Werte beobachtet wurden, 
die sich im schweren Stadium auf 18,8 mg und selbst 24,6 mg P 
für 100 ccm Serum erhoben?). Der dort beobachtete Fall war 
von Fahr anatomisch untersucht und frei von Abartungen der 
Nierenfunktion im Sinne eines Morbus Brightii befunden wor- 
den. Zu den übrigen Parallelerscheinungen gehören hohe Werte 
über Kreatin und Kreatinin, besonders für Gesamtpurin, Ami- 
nosäure, Ammoniak, verhältnismäßig geringe für Harnstoff, 


1) Reststiokstoff bei terminaler Azotämie D. Dumitrescu und 
A. Popescu nach Biochem. Zentralbl. 18, 184, 1915. 

*) J. Feigl und H. Luce, l. e. 1917. Wenn auch die damals be- 
obachteten Grundwerte zu Beginn der Krankheit relativ hoch sind, so 
bleibt für die Beurteilung um so mehr der relative Anstieg um 100°/, 
während des Verlaufes bezeichnend. 
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niedrige für Lipoidphosphor. Es tritt bei dem beschriebenen 
Falle also mit einiger Deutlichkeit die Beziehung zwischen 
säurelöslichem Phosphor zur Harnsäure (Gesamtpurin), weiterhin 
zu Kreatin, Kreatinin, den Aminosäuren, kurz dem Begriffe 
der Aminosäurefraktion nach Bang hervor. Verfasser hatte 
Gelegenheit, zwei weitere Fälle dieser Art mehrfach zu unter- 
suchen (I und II, ].c.). Dort finden sich Zahlen für säurelös- 
lichen Phosphor von 16,5 mg und 20,0 mg in 100 cem Serum 
während des letalen Stadiums der Krankheit. Parallel 
wurde gefunden für Harnsäure 9,0 mg bzw. 14,0 mg, für Kreatin 
30,0 mg bzw. 20,0 mg, für Kreatinin 13,0 mg bzw. 9,0 mg, für 
Lipoidphosphor 5,0 mg bzw. 3,2 mg. Die Erörterung über die 
Parallelerscheinungen des Auftretens löslichen Phosphors im 
Serum behalten auch für diese wie für den geheilten (III, 1. c.) 
Fall Geltung. Dort war im Höhepunkte der Krankheit (Ges.- 
R.-N 71,0 mg, Amino-N (Bang) 50,0 mg, Amino-N (korr.) 42,0 mg, 
Purin 7,0 mg, Kreatinin 6,0 mg, Kreatin 12,0 mg im Vollblut 
der säurelösliche Phosphor auf 8,5 mg P in 100 cem Serum ge- 
stiegen, nach erfolgter Heilung (R.-N-Gebiet zeigte Normalwerte) 
mit 3,5 mg wieder normal. Schon damals wurde die Frage 
aufgeworfen, ob es nicht ein Problem sui generis sei, bei kon- 
sumierenden Krankheiten, schweren Organeinschmelzungen u. a. 
dem Begriffe des räurelöslichen Phosphors weiter nachzugehen, 
da es möglich sein würde, daß die summarisch durch Ver- 
aschung gewonnene Gesamtfraktion verschiedene Komponenten 
enthalten könne, unter diesen organisch gebundene wasser- bzw. 
säurelösliche Komplexe. Über die Beobachtungen bei Unter- 
suchungen aus dieser Fragestellung, die verknüpft mit dem 
Problem der Restreduktion unter pathologischen Verhältnissen, 
an Krankheiten aus der Gruppe der Avitaminosen weiter ge- 
fördert werden könnten, wird weiter unten zu sprechen sein. 

Einen weiteren Anstoß zu ferneren Ermittlungen über die 
angeschnittenen Fragen der absoluten Höhe von Werten an 
säurelöslichem Phosphor boten auftragsmäßige Arbeiten!) zur - 
diagnostischen Erhärtung unserer Vorstellungen über Lager- 
erkrankungen russischer Kriegsgefangener. Diese fielen fast ganz 


1) Th. Rumpel und A. v. Knack, Deutsche med. Wochenschr. 42, 
Nr. 44, 45, 46, 47» 1916. 
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in das Jahr 1915. Th. Rumpel und A. v. Knack haben in 
umfassender Berichterstattung summarisch verarbeitete Einzel- 
befunde bereits mit referiert. 

Die systematische Untersuchung auf den Fett-, Lipoid- 
Phosphorstoffwechsel, so wie sie sich in der genannten Arbeit 
darstellt, knüpft an die bei fast allen frischen Fällen mit gra- 
duellen Unterschieden beobachtete Tatsache der Ausscheidung 
relativ hoher Phosphatmengen im Harn an, die nicht nur 
direkt nach bekannten Titriermethoden, sondern auch durch 
Säuregemischveraschung erwiesen wurde. Es wurde, da die 
Ätiologie der Erscheinungen verschiedenartig aufgefaßt werden 
konnte, an Umstimmungen im Lipoidhaushalt gedacht, wie 
solche für Beriberi und nahestehende Krankheitsbilder nach 
Nocht und Schaumann mit vorausgesetzt werden!). Auch 
die Gegner der reinen ernährungstoxischen Auffassung, denen 


1) In den mehr literarisch, vergleichend biologisch und tierpatho- 
logisch gehaltenen Arbeiten von Schaumann, Arch. für Schiffs- und 
Tropenhygiene 1910, Beiheft 8, fehlen eigene analytische Feststellungen 
deskriptiv biochemischer Art nach modernen Methoden (Blut) fast völlig. 
Außerdem hat C. Funk, Journ. of Physiol. 48, 232, 1914, zuerst die 
Wendung in der Lipoidtheorie der beriberiartigen Erkrankungen herbei- 
geführt, indem es ihm gelang, phosphorfreie Vitamine aus Hefe zu iso- 
lieren und mit diesen Produkten gleichzeitig die neuritischen, appetit- und 
wachstumshemmenden Symptome bei Beriberi-Tauben völlig zu heilen. 
Die Annahme zweier verschiedener Klassen von Körpern des den Vita- 
minen beigelegten Charakters ist damit unvereinbar und die bisher all- 
gemein den Lipoiden zugeschriebenen Funktionen sind den eigentlichen 
Vitaminen vorbehalten, die bei der in Frage kommenden Methodik bisher 
mit den organischen Phosphorkomplexen zusammengefaßt wurden. Weitere 
Studien von Funk mit A. B. Macallum, Journ. of Biolog. Chem. 27, 
51, 63, 1916 und 1915, 28, 413, Zeitschr. f. physiol. Chem. 92, 13, 1914; 
mit W.G. Lyle und D. Mac Caskey, Journ. of Biol. Chem. 27, 173, 
1916, erhärten die Vitamintheorie mit umfassender, auf die Chemie 
des Blutes bezogener Beweisführung. Dieselben Ergebnisse leiten sich 
her aus Untersuchungen von F. Roehmann, diese Zeitschr. 64, 30, 
1914, indem die Rolle des „Lecithins“ genauer definiert wurde (siehe 
auch W. B. Bottomley, Proc. Roy. Soc. London 88, 237, 1914). Die 
ursprünglich mangelhaft fundierte Lipoidtheorie der Beriberi und des 
Wachstums wird experimentell von amerikanischen Ernährungsphysio- 
logen weiter bearbeitet, besonders auch hinsichtlich der Nahrungsfette. 
Versuche zur Erklärung durch Störung im Cholesteringehalt von E. Cri- 
sostomo, Centralbl. f. Biochem. 1916, 659, sind kaum überzeugend und 
bedürfen der Nachprüfung. ; 


Phosphate im menschlichen Blutserum. I. 397 


der Nachweis anderer ätiologischer Beziehungen gelang, dachten 
daran, daß die Lipoidverarmung als mitbeteiligte Ursache oder 
wenigstens als Folgeerscheinung in dem Komplex eine Rolle 
spielen könnte. Summarisch zusammengefaßt lauten die Er- 
gebnisse nach Ausweis der Tabelle V und VI, deren erstere 
den „säurelöslichen“, deren zweite den lipoidgebundenen Phos- 
phor in abgestufter Anordnung zeigt. 


Tabelle V. 
Säurelöslicher Phosphor im Serum. 
Beobachtung unter patbologischen Verhältnissen I 
(Lagererkrankung) Nüchternwerte. 
mg P in 100 cem Serum. Anzahl der Beobachtungen absolut und prozentisch. 








53 0/0 0/0] 3 |5,6]131|24,4| 16 30|12 22,5] 6 111,2] 1 | 1,8 | 2 3,5 


Tabelle VI 
Parallelbeobachtungen zu den Ergebnissen der Tabelle V. 
Lipoidphosphor im Serum. 


Beobachtung unter pathologischen Verhältnissen I 
(Lagererkrankung) Nüchternwerte. 


mg P in 100 cem Serum. Anzahl der Beobachtungen absolut und prozentisch. 





Anzahl 
der Fälle | 








7 und 
1 darüber 


50 | olo | 12 21,5] 15 126] 10 12] 12 [215] 5 ss] 2 |36 
l i l 


Der Mittelbereich von 2,0 mg bis 5,0 mg P für 100 cem 
Serum wird erfüllt von rund 30°/ der Fälle, wobei zu beden- 
ken bleibt, daß unter 3,0 mg Treffer nicht beobachtet wurden. 
Weitere 30°/, liegen zwischen 5,0 mg und 6,0 mg, während der 
Rest sich zu fast 23°/, auf die nächste Stufe, 6,0 mg bis 7,0 mg, 
zu 11,2°/, weiter bis 8,0 mg, zu fast 2°/, in 9,0 mg bis 10,0 mg 
endlich zu 3,8 y auf den Bereich bis 12,0 mg verteilt. Die obere 
Schwelle für die Nüchternwerte gesunder Menschen nach obigen 
Beobachtungen wird damit überschritten von rd. der Hälfte der 
untersuchten Fälle. Nicht unbeträchtlich sind die Befunde in 
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den höheren Graden. Parallel beobachtet, läßt sich diesen 
Zahlen die Reihe der Lipoidwerte gegenüberstellen, deren kurze 
Zusammenfassung lehrt, daß rund 66°/, der frischen Fälle 
Lipoidwerte zeigten, die unter dem Minimalwerte von Green- 
wald blieben und daß die ganze Masse durchaus niedrige 
Durchschnitte gibt, da in die oberen Bereiche hineinreichende 
Einzelwerte über 8,0 mg P fehlen!). Die Zuordnung der Zahlen 
beider Reihen nach den einzelnen Fällen lehrte, wie hier kurz 
anzuführen ist, im allgemeinen durchaus parallele Ausschläge 
hinsichtlich des Allgemeinzustandes, der klinischen Befunde und 
der Höhe der Fraktion des „säurelöslichen“ Phosphors, der 
relativen Absenkung des Lipoidphosphors. Beide Reihen ent- 
sprechen sich ziemlich genau in dem Sinne eines umgekehrten 
Verhältnisses. Wie an dieser Stelle, den entsprechenden spe- 
ziellen Arbeiten vorgreifend, mitzuteilen ist, waren durchweg das 
Fett im Plasma, die Summe der ätherlöslichen Stoffe obendrein 
ganz beträchtlich und durchweg herabgemindert, während 
Cholesterin als Gesamtcholesterin nach Autenrieth bestimmt, 
zu 66°/, der Fälle erhöhte Werte über 0,14 g für 100 cem 
zeigte). Im ersteren Punkte entsprechen die Ergebnisse in 
etwas also den neuen zusammenfassenden Untersuchungen von 
Bloor, während sie im zweiten abweichen. Genaue Parallelen 
sind nach bisherigen Berichten nicht zu ziehen. 

Die gleichzeitig angestellten Untersuchungen im Reststick- 
stoffgebiete lehren, wie Verfasser bereits kurz mitteilte, ein 
gelegentliches Vorkommen erhöhter Werte für den gesamten 
Reststickstoff?). Von insgesamt 46 Fällen zeigten 11 Werte, 
die 60,0 bis 148 mg entsprechen, mit Befunden für Harnstoff 
von 13,0 bis 45,0 mg, für Purin (Harnsäure) von 6,0 bis 12,0 mg, 


1) Natürlich ist die Ermittelung von Fett bzw. Fettsäuren, Lipinen, 
Cholesterinen des Serums eine einseitige Feststellung. W. R. Bloor, l. o. 
1916, zeigt die Biochemie dieser Substanzen in Verteilung auf die 
Elemente der Blutflüssigkeit, wobei große Differenzen pathochemischer 
Natur vorkommen. 

2) Die Normalwerte nach Autenrieth, 0,14°/,, nach eigenen Unter- 
suchungen (unveröffentlicht) zumeist noch niedriger, bleiben unter dem 
Durchschnitt der übrigen Methoden (0,17%/,, Bloor), dem nach Bloor 
(0,2°/,), sind höher als die von Gettler und Baker (17,0 bis 61,0 mg 
für 100 ccm Blut). 

3) Zit. bei Verf., diese Zeitschr. 77, 3/4, 218, 1916. 
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für Gesamtkreatinin von 16,0 bis 40,0 mg, für präformiertes Krea- 
tinin von 4,0 bis 8,0 mg, für Kreatin von 10,0 bis 28,0 mg, 
für Ammoniak von 0,2 bis 0,5 mg in 100 cem Vollblut. Wie 
bereits a. a. O. angeführt, wurde hier neben mäßigen Werten 
für die Harnstofffraktion (nach Bang) die Aminosäurefraktion 
summarisch (nach Bang), und dieselbe (berechnet nach Verf.) 
relativ und absolut hoch befunden, indem sich für die letztere 
Größe bei den genannten 11 Fällen Werte über 50,0 mg, ein- 
mal bis 78,0 mg steigend, anführen ließen. Gleichzeitig waren 
die Werte für Harnsäure und die Kreatiningruppe hoch, wie 
die erstere mit Zahlen von 57,0 mg bis 90,0 mg angibt. Die 
Extreme der obigen Zahlenreihe sind vereinzelt (1 Fall von 
11 Fällen), Durchschnitte erheblich niedriger (schwere Fälle). 
Spezielle Untersuchungen im Serum zu Vergleichszwecken 
zeigten, daß es zumeist mehr Aminosäure, fast stets mehr 
Harnsäure, selten mehr Kreatinin, öfters mehr Kreatin führte 
als das Vollblut. Die Gesamtreduktion, mit ihr die Restreduk- 
tion waren normal bis erhöht, besonders in den 11 schweren 
Fällen. Wirkliche Glucose, soweit sie durch das Verfahren von 
Lewis und Benedict bzw. von Myers und Bailey!) darge- 
stellt wird, war häufig erniedrigt. Überblickt man die Reihen, 
so finden sich in dieser Gruppe gewisse Parallelerscheinungen, 
indem die Fraktion der „säurelöslichen“ Phosphate zugleich 
mit der des Purins, Kreatinins, Kreatins, der Aminosäuren, er- 
höht ist und die Lipoide in ihren Beträgen herabgesetzt sind. 
Versuche in Richtung der Aufklärung des nicht näher definierten 
Anteiles der Aminosäurefraktion, der den Oxyproteinsäuren 
Raum gewähren würde, müssen in diesem Zusammenhange zu- 
nächst unbesprochen bleiben. An dieser Stelle seien dagegen 
aufgeführt Beobachtungen von Skorbutfällen, die im schweren 
Zustande bei Werten an Ges.-R.-N. von 98,0; 104,0; 117,0 mg, 
an UrN (Bang) 32,0; 43,0; 54,0; an Gesamtkreatinin 14,0; 
23,0; 31 mg, an Kreatinin 4,0; 5,2; 5,8 mg, an Kreatin 
15,0 mg bis 30 mg, an Harnsäure von 6,0; 12,0; 9,0 mg, den 
korrigierten Amino-N (Verf.) zu rund 59,0; 50,0; 50,0 mg in 
100 cem Blut zeigten. Dort wurde „säurelöslicher“ Phosphor 
beobachtet zu 7,6 bzw. 9,2 bzw. 8,9 mg für 100 cem Serum, 
Cholesterin zu 180,0 bzw. 175,0 bzw. 215,0 mg (nach Authen- 
rieth) bei erheblich herabgesetzten Werten für Fett im Plasma 
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Tabelle VIL 


Säurelöslicher Phosphor im Serum. 


Zusammenfassung von Untersuchungsreihen unter pathologischen 
(Nichtbrightiker) Nüchternwerte. 


mg P in 100ccm Serum. Anzahl der Beobachtungen absolut und prozentisch. 


Verhältnissen II. 





Krankheit 











Neubildungen . . 
Leukämie 
Pernic. Anämie . 
Tuberkulose 
Pneumonie 
vor Krise. . . 
Typhus und Para- 
typhus (3) 
Dysenterie 
Influenza . .. . 
Akute Infektionen 
Luet. Zustände 
AkutegelbeLeber- 
atrophie 
Lebereirrhosen 
leichte Fälle 
schwere Fälle . 
Gicht, echte š 
Arthritiden, sonst. 
Diabetes, leicht . 
Diabetes, schwer . 
Lagererkrankun- 


gruppe . . . . 


Neurasthenie, Hy. 
Psychosen 
Malaria .... 
Abusus v. Schlaf- 
mitteln . . . 
































4 Ag š : | 3 > 10 und 
Sa š Š bis 2,0] 2—4 4—5 5—6 6—8 8—10 darüber 
<< 
ga EE abs. %/ọ |abs. °/; |abs. 0/, |abs. 0°% Jabs.| 0/, |abs.| 0/, abs. °%/oə 
12 8) 2/0 lıl5 
10 4 0 0 
6 7| 1| 6,61 0 | 
10 4 1/10 f0) 
8 |: 0 1 |10 
11 4| UB DE 12 % D: 
8 4 1110 |0 
3 2 0 0 
11 4| 2 135|1 | 6,5 
12 | 6 2110 |3 |15 
a. a. O., sehr hohe Beträge 
20 | 20 [420 |14|70 |1| 510] 1] 5121010 
12 20 |210 | 9/45 la 20 121010 3/15 |0 
4 | 8 |1 |125| 2 25 |2 |25 |1 135] ı |12, 1 |12,5{ 0 
6 | 10 |2|20 | 440 |110 |2 20 |o 1/10 |0 
20 | 20 |4 |20 |i2 6 |2 10 |2 10 Jo 0 0 
17 |.20 [0 7/35 |s |15 |2 i |210 |4 2 |4 [0 
a. a. O., hohe Beträge 
a. a. O., hohe Beträge 
15 | 20 | 2/10 10| 5 glio Til Siia l D o| 
5 5 | 240 11120 |0 1/20 |0 1 |20 
4 | 12 |1| 35 325 |325 |1| 85/2]16 |1] 851] 85 
| | 
4 | 4|01 0 1 25 |o 2150 |0 


1/25 


Bemerkung. Allgemein schwere Fälle; Ausnahmen besonders 
bezeichnet; Ausschluß unmittelbarer letaler Perioden, nicht bei den 
a. a. O. aufgeführten Zuständen. — Die vorstehende, nur vorläufige Zu- 
sammenstellung entbehrt der Parallelangabe klinischer Beobachtung in 
den betr. Untersuchungsfristen, da die Ergebnisse zunächst rein deskrip- 
tiv für die Frage der Hyperphosphatämie bei fehlenden Anzeichen für 


Morb. Brightii gesammelt sind. 


Sie entsprechen indes den Unter- 


suchungen zur Frage der Kreatininämie und Kreatinämie von Nieren- 
gesunden (i. p. Bright), wie sie in den fraglichen Tabellen IX und X, 
diese Zeitschr. 1. c. 1917, zusammengefaßt sind und ergeben Parallelen 
zu Kreatin, Aminosäure und Purin. 
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(nach Bloor). Leichtere Fälle zeigten immerhin noch Werte 
über 5,0 mg bis 7,0 mg P. Das gleiche Bild bot eine mehr- 
malige Untersuchung an Fällen von echter Beriberi. Auch 
` hier findet sich der Anlaß, eine gewisse Parallelität zu beobachten, 
die durchaus der entsprechenden Erscheinung bei Leberatrophie 
und bei der Lagerkrankheit verwandt ist und der Beziehung 
zu den Purinen, dem Kreatin, den Aminosäuren (letztere be- 
sonders in schweren Fällen) offensichtlich macht. Für die 
letztgenannten Fälle war der Lipoidphosphor durchweg unter 
6,0 mg P, also durchaus unternormal. 

Bei fortschreitender Heilung zeigten die Fälle der Lager- 
erkrankung ein Absinken der erhöhten Beträge des extrahier- 
baren „säurelöslichen“ Phosphors. Die nächste Aufgabe lag 
in der Untersuchung anderer Zustände bei nachgewiesener 
Nierengesundheit. Beobachtungen dieser Reihe vereint Tab. VII. 
Die vorstehende Zusammenfassung lehrt, daß bei den aufge- 
führten Krankheiten Hyperphosphatämien vorkommen können, 
die die obere Grenze der Nüchternwerte bei Gesunden über- 
schreiten. Auch in dieser Reihe findet man häufig ein Paral- 
lelgehen von Phosphorwerten mit denen des Reststickstoffge- 
bietes, unter ihnen oft genug dem vorgebildeten Kreatinin und 
-dem Purin. Bei den vorstehenden Beobachtungen bean- 
spruchen äußerlich, nach dem Anstoße zu den fraglichen Unter- 
Suchungen, wie der eingehenden sonstigen Kennzeichnung, in 
pathochemischer Hinsicht die Lagererkrankungen besondere 
Aufmerksamkeit. Dort war der Komplex der Phosphorver- 
teilung nach seiner Umstimmung genau bekannt, und die ätio- 
logischen Betrachtungen waren umfassend. Hier sei erinnert 
an die von Fahr festgestellten Folgen weiter zurückliegender 
dysenterischer Noxen, die häufig das Primum darstellen dürften, 
an die teilweise einzuräumende Ätiologie der Rekurrensinfektion, 
an die übrigen Begleiterscheinungen, an die allseitig abgewogene 
Verneinung reiner ernährungstoxischer Ursachen bei häufig guter 
Ausnutzung qualitativ erstklassiger, reichlicher Nahrungsstoffe 
unter alleiniger Schwächung der Resorption des Nahrungsfettes. 

Die vorstehenden Untersuchungsergebnisse lehren, daß 
Hyperphosphatämien, d. h. Anreicherungen „säurelöslicher“ Phos- 
phate, isolierbar durch Veraschung, im Serum auch da vor- - 
kommen können, wo von eigentlichen Nierenstörungen im Sinne 
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des Morbus Brightii keine Rede ist. Es kann sich bei dem 
Zustandekommen dieser Erscheinung kaum immer um eine der 
echten Retention verwandte Umstimmung in der Zusammen- 
setzung des Serums handeln. Vielmehr sind weitere analytieche 
Fragestellungen an die Betrachtung zu knüpfen, daß diese 
Phosphate in Zerfallserscheinungen von ÖOrgansubstanz ihren 
Ursprung haben. Demnach ist auch der Möglichkeit experi- 
mentell Rechnung zu tragen, daß diese summarisch durch den 
Veraschungsvorgang als anorganisch bestimmte Fraktion 
des bei der Enteiweißung extrahierbaren, säurelöslichen Phos- 
phors nicht einheitlich aus dem harnfähigen Salze besteht, 
sondern daß Komplexe organischer Natur, unter den genannten 
Bedingungen löslich, in ihnen vorkommen. Diese Frage ver- 
langte die Aufnahme weiterer methodischer Voraussetzungen 
zum Ziele der Differenzierung genannter Gruppen. 

Der bisherige Stand unserer Kenntnisse von der Phosphat- 
ämie bedarf also der Berücksichtigung zweier Fragen. Über 
die derzeitigen Ergebnisse hinaus geht nun einmal die Fest- 
stellung, daß auch bei Nierengesunden Hyperphosphatämien 
vorkommen. Ferner müssen über Natur und Aufbau der Sub- 
stanzen, die nach Greenwald zu dem Begriff des säurelöslichen 
Phosphors vereinigt sind, Beobachtungen beigebracht werden, 
Solche leiteten sich für den Verfasser aus Analysen von Seren 
mit hohen Werten für die betreffende Fraktion her. Über 
diese Befunde wird später berichtet, nachdem zunächst die 
Frage nephritischer Hyperphosphatämien — summarisch nach 
Ausdrücken der vorliegenden Methode — behandelt ist. 


Pathologische Verhältnisse. Hyperphosphatämie bei Morbus 
Brightii. 


Greenwald berichtet über Untersuchung an 25 Nephri- 
tikern und findet für 12 (mit normalen Befunden an Gesamt- 
reststickstoff) Werte, die sich 4 mal beträchtlich über 5,0 mg, 
zwei, die sich über 6,0 mg P für 100 cem Serum erheben; 
einer zeigt 20,2 mg. Vier weitere Patienten mit Gesamtreststick- 
stoffen von 42,8; 43,2; 59,5; 67,4 mg zeigen 12,3; 5,3; 6,56; 
6,17 mg säurelöslichen Phosphor. Der Rest seiner Fälle mit 
Reststickstoffen von 103,0 bis 255,0 mg zeigt 6,76 bis 21,1 mg P. 
Wie man sieht, sind die Ergebnisse durchaus vorläufige, die 
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Anordnung eine summarische und die Schlüsse des Autors be- 
rechtigt, daß Hyperphosphatämien vorkommen können, ohne 
ersichtlichen Zusammenhang mit den Bewegungen im Gesamt- 
reststickstoff, vielmehr mit gelegentlichen Kreuzungen der Be- 
funde. Da nun aber Anhaltspunkte vorliegen, bedurfte die 
Frage aus erörterten Gründen umfasrsenderer Bearbeitung. 
Bisher sind die Ergebnisse des amerikanischen Autors nichts 
mehr und nichts weniger als Fingerzeige, da jeder Anhalt für 
die Beziehungen im nosologischen System der Nephritiden und 
Nephrosen fehlt. Nicht uninteressant sind die Befunde für 
Lipoidwerte, die in der letzten Gruppe seiner Fälle nicht un- 
auffällig gegen die anderen abstechen. 


Unsere Beobachtungen vereint die folgende summarische 
Tab. VIII, in der zunächst akute und chronische Glomerulo- 
nephritiden einander gegenübergestellt sind, unter Anlehnung 
an die Stufen der Befunde für Gesamtreststickstoff als Ein- 
teilungsprinzip. 

Tab. VIII veranschaulicht die Befunde an Nephritiden, 
wobei die Anordnung in Gruppen nach dem Reststickstoff, 
Harnstoff bzw. Harnstoffprozenten, Chloriden bes. als Natrium- 
chlorid, Kreatinin (Kreatin und Harnsäure beiläufig) einerseits, 
die Staffelung der Befunde andererseits gegeben ist. Unter 
den Befunden über 10,0mg säurelöslichen Phosphors für 100,0 cem 
Serum kommen solche von 13,0; 14,0; für A, III und solche 
bis 27,2 für A, IV bei akuten Formen vor, während für B, I 
bis B, IV solche von 22,0 bis 31,4 mg bei chronischen For- 
men vertreten sind. In beiden Reihen sind terminale Werte 
nicht aufgenommen. 

Unter den Ergebnissen zu Reihe A, Gruppe I fällt auf, 
daß sie nur wenig von der Staffelung, wie solche an Normalen 
beobachtet wird (Tab. I), abweichen. 8°/, der Werte an Ge- 
sunden liegen über 4,0 mg, 14°/, bei Befunden der Gruppe I, 
Reihe A, Tab. VIII. Gruppe II ebendort, führt 32°/, über 
der Basis 4,0 mg, III 76°/, IV 82°). Bei den Normalen 
liegen über 5,0 mg P keine, bei Reihe A, I 4°/,; II 16°/,; 
III 30°/,, IV 72°/,; über 6,0 mg I 2°/,, II 8°/,, III 30°, 
IV 52°/,, über 8,0 mg I 0°/, II 4°/,, III 24°/,, IV 32°/, der 
Treffer. 
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Tabelle VIII A und B. 
Säurelöslicher Phosphor im Serum bei Morbus-Brightii I mit Rücksicht auf Reststickstoff 
und Chloride. Nüchternwerte. 
A. Akute Glomerulonephritiden. 
mg P in 100 ccm Serum. Anzahl der Beobachtungen absolut und prozentisch. 


Zahl der | unter |2 0-4,0 |4,0-5,05,0-6,0]6,0-8,0]8,0-10,0] 10 una 
Fäll Beo- 2,0 ; ; darüber 
ate pehtg.l|abs. o/ |abs. °/.|abs. %/ labs. °/,|abs.| °/ labs. °/,Jabs.|%/, 


Gruppe I. | | | | 
I 

















Ges.-R.-N. normal, unter | 
40,0 mg für 100 ccm Se- | 


rum. Prozente für UrN | 
durchweg normal, bis 
66. Kreatinin normal | 
bis 2,0 mg. Chloride 
normal bis 620,0 mg*). | 44 50 


Gruppe II. 
Ges.-R.-N. leicht erhöht 
bis 80,0 mg für 100 ccm 
Serum, Prozente für 


= 
UrN normal, bis 66 und | 
leicht erhöht bis 75. | 
Kreatinin bis 5,0 mg. 

Chloride normal, bis 

20,0 oder leicht erhöht, | 
bis 650,0 mg**) . . . 41 50 12 


Ali | 2| ı9] 2[o | 10 


or 


|14| 36 |72 


~“ 





4| 32 |64| 8 |16| 49) 8| 2 | 4| 29| 4| 0 





Gruppe III 
l 
Ges.-R.-N. mäßigerhöht, | 
bis 150,0 mg für 100 ccm | 
Serum; Prozente für 
UrN erhöht bis 80, 
Kreatinin bis 10,0 mg. 
Chloride wie II***) 47 50 | 2 | 4| 10 |20[23®)146] 3 | 6| 64/12] 4%| 8] 24140 
Gruppe IV. 
Ges.-R.-N. stark erhöht, | 
bis 300,0 mg für 100 ccm | | 
Serum, UrN in Prozen- | 
ten an 80. Alle Ab- 


wandlungen erheblich | 
bis maximalt)... . 47 50 |1 | 2[85|16|5 |10[105)20[|105)20| 65)121105) 0 


B. Chronische Glomerulonephritidentf). 











Gruppe I, 
wie A, I; es kommen 


Prozente für UTN, Krea- 
tinin, Chloride bereits 
gesteigert vor... . 50 50 | 2 | 4| 12 24| 18 |32| 5 110] 5110| 5 10] 3 | 6 


Gruppe II 
wiel, bzw. 
A, lI 
Gruppelll 
wiell,bzw. 
A, III 

















47 50 | 4 | 8] 10 120] 16 132] 7 14 7114| 3 61 3| 6 


46 50 |5 |10| 11 122] 18 |36| 5 10] 8| 6j 5/10] 3| 6 


Formen. 





allgemein niedriger 55 
bis 66 gegen 75 bis 90 
bei typischen akuten 


Q 

š 

g 

< 
Harnstoffprozente ganz 


45 50 |1 | 2[10 20] 14 28] 7 14] 4 | 8| 4 | 8] 10 |20 
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Abgerundet gegen die Norm würde bei akuten 
Glomerulonephritiden für Gruppe I !/,, der Beobach- 
tungen über die Norm erhobene Zahlen zeigen. Die 
Anstiege würden allgemein mit steigendem Reststick- 
stoff usw. in größeren Reihen doch eintreffen, indem 
die Gesunden (Tab. I) rund 90°, im Mittelbereiche 
und unter 2,0 mg führen, (Tab. VII, A) Gruppe I rund 85°/,, 
Gruppe II rund 68°/,, Gruppe III rund 24°/,, Gruppe IV 
18°/,, wobei also trotz erheblicher Grade von Azot- 
ämien (bis bzw. über 150,0 mg Gesamtreststickstoff für 
100 cem Serum) abgerundet rd. ein Viertel der Treffer 
normalen Zahlen entspricht und gut 75°/ auch dann 
noch unter 5,0 mg P bleiben. 

Die Ergebnisse der Reihe B (Tab. VIII) stellen sich bei 
gleicher Betrachtung wie folgt: Nachdem bei Gesunden &°/, 
über 4,0 mg P angesetzt werden (Tab. I), finden sich hier 68°], 
bei Reihe I, 72°/, bei.Reihe II, 68°/, bei Reihe III, 78°], 
bei Reihe IV. Für die einzelnen Reihen liegen über 5,0 mgP 
36°/, (I), bzw. 40 (II), bzw. 32 (III), bzw. 50 (IV), über 6,0 mg P 
26°), (I), bzw. 26°), (I), bzw. 22°/, (III), bzw. 36°/, (IV) über 
8,0 mg 16°/, (I), bzw. 12°/, (II), bzw. 16°/, (III), bzw. 28°), 
(IV) über 10,0 mg P 6°), (I), bzw. 6°/, (II), bzw. 6°/, (II), 
bzw. 20°], (IV). 

Abgerundet gegen die Gesunden (Tab. I) liegen also 
durch die 4 Gruppen I, II, III, IV, Reihe B, Tab. VIII 
die Werte für chronische Formen der Glomerulone- 
phritis zu rund 60 bis 70°/, über der Norm bzw. den 
hohen Beträgen an der engeren Grenze. Ferner ergibt 


Fußnoten zur Tabelle VIII auf voriger Seite. 

*) Ausnahmen. 

1) Chloride erhöht 642,0 mg. 

**) Ausnahmen. 

2) 3 Fälle Chloride erhöht 657,0; 643,0; 650,0; 681,0 mg. Kreatinin 
einmal 6,0 mg, UrN°/, 81 = 56,0 mg, 75,0 mg Ur. 

3) Chloride erhöht. 

***)4) Chloride mehrfach erhöht, Kreatinin mehrfach über 10,0 mg. 

T)5) Chloride mehrfach normal niedrig. 

6) Mehrfach erhöht. 

tt) Chloride allgemein unregelmäßig, Kreatinin ist zumeist höher 
als in A, Kreatin besonders hoch, Harnsäure desgl. 


406 Joh. Feigl: 


sich durch die Gruppen hindurch ein ziemlich ge- 
mäßigt ansteigendes Niveau der übernormalen Pro- 
zente, ohne direkt erkennbaren Zusammenhang zur 
Azotämie, beurteilt nach dem gesamten Reststickstoff, 
dem Harnstoff (absolutund inProzenten) der Kreatinin- 
Kreatinfraktion, der Harnsäure, zu den Chloriden, 
wenigstens in den niederen Reihen. 

Bereits diese summarische Beschreibung der Tabellen er- 
möglicht einen Einblick derart, daß erhebliche Unterschiede in 
den Verhältnissen des Vorkommens von Phosphatämien bei 
akuten und chronischen Formen bestehen dürften. Die gegen- 
sätzliche Zusammenfassung der Zahlen aus der Tab. VIII, 
Reihen A und B, soll diese Beziehungen des näheren veran- 
schaulichen in Tab. IX. 


Tabelle IX. 
Akute und chronische Glomerulonephritiden. 


Gegenüberstellung der Befunde an säurelöslichem Phosphor, absolut und prozentisch in 
Stufen mit Rücksicht auf die Grade der Azotämie. Nüchternwerte. 
mg P in 100 ccm Serum). 










































Normale Werte absolut u. prozentisch Übernormale Werte absolut u. prozentisch 

dioer Nopi engerer Be- j weiterer Be- Stufe I Stufe II Stufe III 
omer.-iNephr. (reich bis ein- | reich bis ein- 5 P bis | 8mg P bis I; 

a aoi schl. 4 mg P |schl. 5 mg P Fa mz P. 10 mg P. über 10 mg P 
abs. | ° [abs | % abs. | °, | abs. | % A 
A. Akute Formen. 

Reihe I... 43 86 48 96 2 4 0 0 0 0 
yo AL: ¿s 34 68 42 84 6 12 2 4 0 0 
ATO, 2” 4 12 24 35 70 9 18 4 8 23 4 
a AV aos 9 18 14 28 20 40 6 12 10 20 

B. Chronische Formen. 

Reihe I 14 28 32 60 10 20 5 10 3 6 
> u 14 28 30 60 14 28 3 6 3 6 
E | ar: 16 32 34 68 8 | 16 5 10 2 6 
FEN RAR 11 22 25 | 50 1 | 22 4 8 10 20 


1) Für die beschriebenen Nierenfälle, die ja nur einen Ausschnitt 
des derzeitigen Systems darstellen, gilt ebenso wie für die übrigen unter- 
suchten Krankheitszustände, daß sie klinisch diagnostiziert, z. T. zur Ob- 
duktion kamen und hier summarisch in die Statistik Aufnahme fanden. 
Reihenuntersuchungen an bestimmten Fällen zur Frage der Entwicklung 
an Hyperphosphatämien liegen vor. 
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Die Anordnung ist so getroffen, daß als Einteilungsprinzip 
wieder die Grade der Azotämie angenommen werden und die 
Auflösung der Zahlenreihen in zusammengefaßten Stufen er- 
folgt. Der engere Bereich bis einschließlich 4,0 mg P in 
100 ccm Serum entspricht der überwiegenden Anzahl der 
Treffer in der Norm (rund 90°/,), der erweiterte Bereich bis 
einschließlich 5,0 mg P nimmt auf die restlichen (rund!) 10%, 
der Normalwerte höheren Grades Rücksicht derart, daß auch 
in dieser Stufe die gesamten Werte des allgemeinen Normal- 
bereiches zusammengefaßt werden. 

Die Anordnung ermöglicht eine Verrechnung nach obiger 
Form (zu Tab. VIII), indem auf die erhöhten Normalwerte mit 
Bezug genommen werden kann und zu einseitiger wie gefähr- 
licher Ausbeutung eines Grenzzahlenschemas vorgebeugt wird. 

Der Übergang in den Bereich außernormaler Beträge wird 
an 5,0 mg P vollzogen. Dort findet eine Abstufung folgender, 
auf die allgemeine Pathologie der Hyperphosphatämie Rück- 
sicht nehmender Art statt. Die außernormalen Befunde sind 
gegliedert in eine erste Stufe 5,0 mg bis 8,0 mg P in 100ccm 
Serum, eine zweite 8,0 bis 10,0 mg P, eine dritte, der alle übri- 
gen von 10,0 mg P aufwärts angehören. 

Der Grund für die Wahl dieses Schemas ist aus den Er- 
gebnissen allgemein-pathochemischer Natur abzulesen. 

Man findet in Tab. VII bei der Aufzählung von Befunden 
an schweren Krankheitszuständen den Bereich zwischen 5,0 mg 
und 8,0 mg (Stufe I der erhöhten Werte zu Tab. IX) ganz er- 
heblich vertreten, wie auch die Besprechung der Verhältnisse 
zu Tab. VII lehrt. Es sei daran erinnert, daß kaum Prozente 
unter 10 der fraglichen Krankheitszustände, weit mehr zwischen 
10 und 25, oft darüber hinaus vorkommen, wie die Lager- 
erkrankung usw., die Skorbut und Beriberigruppe erweisen. 
Das heißt also, daß dieser Bereich allgemeinere Ausdehnung 
in bestimmten schweren pathologischen Zuständen annimmt, 
und ihm eine mit der Proportionalität von rund 25°/, der 
Trefferverteilung schritthaltende Wahrscheinlichkeit der Kon- 
gruenz in der Frage nephritischer Hyperphosphatämien zuzu- 
billigen sein muß. 

Auch die nächste Staffel, bis 10,0 mg P für 100 ccm Serum, 


vorkommend in guter Hälfte bei den Untersuchungsreihen der 
Biochemische Zeitschrift Band 81. 27 
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Tab. VII mit 10°/, bedarf ähnlicher Würdigung durch ge- 
sonderte Aufführung. Über 10,0 mg P hebt sich auch in 
den schweren Zuständen hinaus noch weniger als die Hälfte 
der beobachteten Reihen mit unter 10°/,; hier ist teils die 
Einschränkung weniger Befunde (Malaria, Psychosen, Pneumonie) 
zu machen, teils die Rücksicht so spezifischer Umsatzkräfte 
wie bei Leberatrophie, schweren Infektionen, Neubildungen, 
Avitaminosen zu üben. Beide Einwände stimmen die Bewertung 
dieser Reihe für die nephritische Hyperphosphatämie herab bis 
zum wahrscheinlichen Ausschlusse aus einer so gerichteten Dis- 
kussion unter Anerkennung der Eigenschaft spezieller Patho- 
chemien. Demnach liegt für die Gesamtheit der Tab. VII auch 
gut °/, bis */, der Befunde im erweiterten Bereich der Norm, 
womit sich die Abgrenzung der nephritischen Vorkommnisse 
schon deutlich dokumentiert, indem schwerere Formen beider 
Reihen zusammen knapp die Hälfte der Befunde überhaupt 
erreichen. 

Das Hauptgewicht der Tabelle IX liegt jedoch in der 
Gegenüberstellung der akuten und chronischen Formen an 
Hand der Grade von Azotämien. 

Es liegen bei normalem Reststickstoff, I (summarisch; Dif- 
ferenzen in der Aminosäurefraktion, gesamt, wie ihren Gliedern 
kommen vor!) für akute Formen nur 4°/, (A), für chronische 
36°/, (B) über dem erweiterten Normalbereiche; bei der näch- 
sten (R.-N-)Gruppe II ergeben sich 16°/, (A) gegen 40°/, (B); 
bei der folgenden (III) 30°/, (A) gegen 32°/, (B); der letzten, 
die höchsten R.-N-Werte umfassenden (IV) 72°/, gegen 50°/,. 
Somit ist zum mindesten in den Bereichen niederer 
Grade von Azotämien die Untersuchung auf Hyper- 
phosphatämie anscheinend zu differentialdiagno- 
stischer Benutzung befähigt, während sich in den 
höheren Graden die gegenseitigen Abweichungen aus- 
gleichen. 

Es würde nun die Frage aufzuwerfen sein, wie sich in 
den Untersuchungsgebieten die Beziehungen, über deren Vor- 
aussetzungen eingangs gesprochen wurde, stellen. 

Es läßt sich sagen, daß gut zwei Drittel der ne- 
phritischenHyperphosphatämien bei akuten Prozessen 
parallel mit erhöhten Befunden für Gesamtchlor (als 
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Kochsalz) gehen, daß diese Parallelität aber in keiner 
Weise durchsichtig verknüpft ist mit den Ergebnissen 
der Befunde im Gesamtreststickstoffgebiete, sowohl 
für diese Größe, wie für Harnstoff, Aminosäuren (gesamt wie 
berechnet), Purin, Ammoniak, Kreatinin und Kreatin. Auch 
losgelöst von der Einschaltung einer Proportionali- 
tät mit dem Chlorion bestehen kaum Beziehungen zum 
Gebiete des Reststickstoffs. 

Anders dagegen im Bereiche der chronischen For- 
men! Hier gehen in allen Ausmaßen der Beobach- 
tungen über das Reststickstoffgebiet die Ausschläge 
in den Werten für Chlorion durcheinander ohne spe- 
zifische Beziehungen zur Phosphatämie. Dagegen er- 
gibt sich durchaus eine Parallelität zwischen den Be- 
funden für den komplexen säurelöslichen Phosphor 
desEnteiweißungsvorganges einerseits und denWerten 
für den Stickstoff, die summarische Aminosäurefrak- 
tion, weiterhin den der Aminosäuren, des Purins, des 
Kreatinins und Kreatins andererseits — Erschei- 
nungen, die namentlich in schwereren Fällen und vor- 
geschrittenen wie komplizierteren Stadien ersichtlich 
werden. Hier liegt der Ursprung derartiger Verhältnisse ver- 
mutlich grundsätzlich anders als bei den akuten Formen. 


Theoretische Betrachtungen. 


Man darf sich nicht verhehlen, daß die Struktur des sum- 
marisch isolierten Phosphors eine komplexe ist. Der normale 
Bestand an löslichem anorganischen Phosphat kann für sich 
der nephritischen Retention unterliegen, wie solche für akute 
Formen zur Beobachtung kommt (Verf... Er kann durch auto- 
lytische Zerfallserscheinungen vermehrt werden, wobei an den 
Zellbestand der Erythrocyten!), der Leukocyten, der Ge- 


1) Gesamt-P,0, = 0,109°/, (Albu und Neuberg, 23) also etwa 
10mal so hoch wie der Betrag im Serum bei roher Annäherung. Siehe 
hierzu noch Neuberg, „Der Harn“, l. c. 972, die Arbeiten von K. 
Gürber. Die Hauptmenge der P,O, ist adialysabel, der dialysierte An- 
teil ist sekundär im Versuch aus Kolloiden abgespalten. Daß die P,O, 
hauptsächlich in Lipoiden uud Nucleinkörpern gebunden vorkommen 
sollte, ist unwahrscheinlich (Bang). Bindung an Hämoglobin in kolloider 

27* 
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webe!) (akute gelbe Leberatrophie u. a.) zu denken ist. Im chemi- 
schen Sinne gedeutet kann er Anstiege erfahren durch Umstim- 
mungen in der Bindung der Phosphorsäure an Anionen zu direkt 
oder durch die methodischen Eingriffe löslich werdenden Salzen, 
durch Abbau höherer organischer Komplexe — Glycerophosphate 
der Lipoide, Nucleine und Nucleinsäuren, gepaarter Kohlenhydrate 
höherer oder niederer Grade — durch Destruktion kolloider, 
bei der Fällung und Enteiweißung krystalloid werdender, viel- 
leicht an sich krystalloid veranlagter Gebilde. Nun können 
Produkte dieses begrifflichen und methodischen Umfanges ge- 
steigerter endogener Bildung ihren Ursprung verdanken, wie 
solche nicht nur für toxische Destruktionen (Leberatrophie, 
Avitaminosen, Vergiftungen, Blutkörperchenzerfall) möglich, son- 
dern auch anläßlich herabgesetzter Fähigkeit des intermediären 
Stoffwechsels zur organischen Eingliederung anorganischer Phos- 
phate in Zellbausteine kürzlich einmal zur Diskussion gestellt 
worden ist [Rumpel und Knack?)]. Ferner beansprucht hier 
die Theorie des Lactacidogens von Embden?) Aufmerksamkeit. 
Endlich ist an die Betrachtung einer Möglichkeit spezifisch um- 
geformter, im Purinanteil mehr oder minder energisch oxy- 
dierter (zu Harnsäure) Komplexe nuclein- bzw. nucleinsäure- 
artiger Natur (Minkowski) zu denken), Theoretisch können 
alle Produkte dieser zumeist noch hypothetischen Strukturen 
und Labilität der (spezifisch gearteten) Retention durch die 


Form (Gürber), daraus bei Krystallisation freiwerdend. Die Bedeutung 
der Absprengung und des Überganges in krystalloide Form mit Über- 
tritt ins Serum ist durchaus verständlich. 

1) W. Heubner in Studien über den Phosphorgehalt tierischer 
Organe usw. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 1913/1914, bes. 
78, 24 bis 82, 1914. A. Costantino, Untersuchungen über organischen 
Phosphor 6., 7., 8. Mittlg. Arch. Farmacol. sperim. 18, 396, 425, 480, 1914. 
Liquidation komplexen organischen Phosphors aus der Muskulatur bei 
Autolyse und Freisetzung löslicher Salze. A. Oswald, Zeitschr. f. 
Physiolog. Chem. 97, 264, 1916, Phosphor in Neubildungen. 

2) Th. Rumpel und A. V. Knack, 1l. o W. Heubner, l. c. 
Gleichzeitiger Mangel an Phosphor (bzw. Lipoid) und Vitamin ergibt 
Lipoidschwund im Muskel usw. 

3) G. Embden und Mitarbeiter, Zeitschr. f. physiol. Chem.; siehe 
auch H. Euler und O. Svanberg, diese Zeitschr. 76, 326, 1916, Ver- 
gleich in den Bewegungen an ausgeschiedenem Zucker und Phosphat. 

*) C. Fürth, 1. e. 1913, Probleme, 178. 
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kranke Niere unterliegen. Andererseits hat man wohl immer 
zu bedenken, daß diese Stoffe selbst, oder ihre (nicht unmittel- 
bar löslichen) Vorläufer von den Einwirkungen des methodischen 
Ganges durch Hydrolyse erfaßt werden, wie u. a. auf genetisch 
verwandten Gebieten die neuen Erfahrungen zur Frage der 
freien und gebundenen Blutharnsäure erweisen!) (Benedict). 

Der nächste Schritt der Erkenntnis im Gebiete der Phos- 
phatämie war der von uns seiner Zeit (1915, Lagererkrankung, 
Leberatrophie, 1916 nephritische Hyperphosphatämie) getane zur 
Aufklärung der Struktur und Gliederung des säurelöslichen Phos- 
phors. Oben mehrfach nach seiner Bedeutung und seinen Er- 
gebnissen gestreift, wird uns dieser Teil der Frage in beson- 
derer Darstellung späterhin beschäftigen. Auf dieselbe ist 
übrigens später auch Greenwald mit methodisch nicht be- 
friedigenden, (technisch ungemein schwierige Aufgaben!) spär- 
lichen Versuchen zurückgekommen?). Hier sei gesagt, daß 
die Abweichungen der Anteile an organischer, krystalloider 
Phosphorsäure im Komplexe des „säurelöslichen“ Phosphors 
ganz erheblich sein kann. So ist für schwere, akute Glomerulo- 
nephritiden mit Urämie der fremde (schlechthin komplexe) An- 
teil ein prozentisch zweifelsfrei zumeist weit geringerer als bei 
chronischen Formen und malignen Sklerosen, erst recht als bei 
Leberatrophie, perniziöser Anämie, Avitaminosen, schwerem Dia- 
betes, Neubildungen. 

Die Verkettung des Phosphorbegriffes unserer Methodik 
mit der Fraktion des Aminosäurestickstoffs bei chronischer 
Nephritis weist daher nicht einzig und allein auf Nierenschä- 
digungen mit Anstauwirkungen hin, sondern auf primäre Um- 
stimmungen bzw. Umwälzungen im intermediären Stoffwechsel 
und dem Bestande der Organsubstanz. So ist ja auch das 
Bild der Gliederung bzw. Aufteilung des Gesamtreststickstoffs 
bei chronischer Nephritis fast immer ein erheblich anderes als 
bei akuten Formen. Während die letzteren zumeist 80 bis 
90°/, Harnstoffstickstoff, nur selten weniger bei mäßig bis stark 
gesteigertem Geramtreststickstoff führen, liegt die Zahl hier 


1) S. R. Benedict, Journ. of Biolog. Chem. 20, 629ff., 1915. 
2) J. Greenwald, Journ. of Biolog. Chem. 25, 431, 1916. Men- 
schenblut: 2 Fälle mit 5 lys. 2 Parallelbestimmungen. 
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ceteris paribus fast stets an 66°/,, oft nur 50°/, betragend!). 
Es ist also schon dieses gegensätzliche Verhalten von Bedeu- 
tung, die sich noch steigert, wenn der Rest, die komplexe 
Fraktion des Aminosäurestickstoffs, aufgeteilt wird. Hier haben 
schon ältere Untersucher mit unzureichenden Methoden Krea- 
tin — wohl in Gestalt gesamter Extraktivstoffe — später Neu- 
berg und Strauß Aminosäuren selbst beobachtet und als 
interessantes Vorkommnis beschrieben‘). Jüngst hatten Myers 
und Lough?) eine Basis zur Prognose in gewissen Stufen der 
Kreatininämie gesucht, eine Betrachtung, die Rosenberg‘) 
auf die chronischen Formen der Glomerulonephritis umdeutete. 
Verf.) und Luce) haben die Fraktion der Aminosäuren 
weiter, besonders nach der Seite der echten Vertreter dieser 
Gruppe hin analytisch beschrieben und diskutiert und die 
Gliederung des Gesamtkreatinins dargestellt, wobei der Krea- 
tinanteil erhöhte Aufmerksamkeit gerade bei chronischen Pro- 
zessen beansprucht. Es bleibt bisher die Rolle der Harnsäure’) 
und die der höheren Eiweißderivate, spez. des Begriffes der 
Oxyproteinsäuren ungeklärt, wenn auch jüngste Arbeiten (z. B. 
Woods) erhebliche Ausschläge darbieten °). 

Diesem allen parallel gehend und entsprechend ist bei 
chronischer Nephritis die Gliederung des „säurelöslichen“ Phos- 
phors eine andere, indem überwiegende Zahlen aus einschlä- 
gigen Beobachtungen lehren, daß vergleichsweise und relativ 
die komplexen Anteile reicher vorhanden sind, als bei den 
reinen Retentionen anorganischer Salze in akuten Formen. Es 
laufen eben in diesem methodischen Begriffe Fäden aus ver- 
schiedenen, derart dem Grade der Krankheit entsprechenden 


1) J. Feigl, Vortrag, Hamburg 1916, und diese Zeitschr. 77, 189, 
1916. 

2) C. Neuberg und H. Strauß, Berl. klin. Wochenschr. 9, 1906. 

3) V. C. Myers und Lough, Arch. Int. Med. 11, 1915, 1. o. 

$ H. Rosenberg, Münch. med. Wochenschr. 26, 928, 1916. 

5) J. Feigl, diese Zeitschr. 80, 1917. 

%) J. Feigl und H. Luce, diese Zeitschr. 79, 3/4, 191, 1917. 

?) Verf. fand 1. c. !) Parallelität zwischen säurelöslichem Gesamt- 
phosphor und Harnsäure bei verschiedenen, noch nicht beschriebenen Zu- 
ständen u. a. Arthritiden. 

° H. C. Woods, 1. c. 1915, dazu v. Fürth, Probleme 1913, 1. c. 
Literatur bei ersterem. 
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Quellen zusammen, wobei aber immerhin genügend sicher das 
typische Bild der chronischen Nephritis durch die Fraktion 
des säurelöslichen Phosphors in seiner Art erhellt werden kann. 

Naturgemäß ist der methodische Begriff des säure- 
löslichen Phosphors bisher nur eine spezielle Anschauungs- 
form für das vorliegende Gebiet. Es ist aber zum mindesten 
einstweilen fraglich, ob die direkte Bestimmung der vorgebil- 
deten anorganischen, löslichen Phosphate eine bessere, technisch 
eher begründete Basis abgibt, wobei auch der Interessen 
prompter klinisch-diagnostischer Anwendbarkeit zu gedenken 
ist. Die Betrachtung vorstehender und zu erweiternder Ergeb- 
nisse über Hyperphosphatämien wird naturgemäß die Inan- 
griffnahme fernerer Fragen herausfordern, die im gegebenen 
Zusammenhange zu bearbeiten sind. So schienen ältere Unter- 
suchungen im vergleichenden Überblick Antagonien zwischen 
den Werten für Chlorion bzw. Alkalichloride und Phosphate 
aufzuzeigen, indem bei Anämien und Kachexien (Neubildungen), 
bei chronischen Nephritiden (Erben) höhere Chlorgehalte den 
Phosphatgehalt zu drücken scheinen. Ferner sollte die Phos- 
phorsäure nach älteren Arbeiten bei Leukämie (Freund und 
Obermeyer) und perniziöser Anämie (von Moraczewski) ge- 
steigert sein, endlich die Phosphorsäure Begleiterscheinungen 
im Kaliumgehalt nach Anstieg und Abfall nach sich ziehen, 
Bewegungen im Kalkgehalt (Dennstedt und Rumpf, Erben) 
bei chronischer Nephritis mit vorkommen. Auch die Bezie- 
hungen zwischen Kalk und Phosphor sind untersucht worden 
(Albu und Neuberg). Man wird Parallelen zwischen den 
genannten älteren Ergebnissen und Schlußfolgerungen teils aus 
methodischen Gründen (Isolierung durch bestimmte Veraschungs- 
verfahren), teils in Rücksicht auf die untersuchten Materialien 
nicht ziehen können, aber immerhin Fingerzeige für heutige 
Fragestellungen in ihnen erblicken. 

„Wenn es auch zur Zeit noch keineswegs sichere Standard- 
zahlen für die normale Zusammensetzung der Blutasche gibt, 
so kann doch so viel mit Sicherheit behauptet werden, daß 
sie keine konstante ist, sondern in ihren absoluten Zahlen wie 
im Verhältnisse der einzelnen Bestandteile zueinander größeren 
Schwankungen unterworfen ist, als man früher geglaubt hat. 
Nicht nur bei Erkrankungen des Blutes selbst, sondern bei 
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vielen anderen Erkrankungen, welche die Blutzusammensetzung 
im allgemeinen beeinflussen, wird auch die Mischung der an- 
organischen Bestandteile mehr oder minder verändert.“ So 
berichten Albu und Neuberg). In dem vorliegenden, erst 
ganz neu in Fluß geratenen Arbeitsgebiete der Phosphate des 
Serums, über die jüngst überhaupt noch gestritten wurde?), 
haben diese Betrachtungen von Albu und Neuberg volle 
Gültigkeit. Durch die Basis der Betrachtungen des Serums 
modifizieren sich Standpunkt und Vergleiche, wie oben erörtert. 

Hier greifen indes Rücksichten ein, die auch die Folge 
von Ernährungsverhältnissen, Wechseln in der Mineraleinfuhr, 
Bedacht nehmen. Für gewisse Unabhängigkeit schienen zu 
sprechen Versuche von Landsteiner, gegen diese Arbeiten 
zur Frage des Kalkstoffwechsels von Hirschler und von 
Terray, die erhebliche Ausschläge fanden?). Verhältnisse 
dieser Art, die bereits gestreift wurden, ziehen andere wichtige 
Aufgaben im Gebiete der vorliegenden Frage nach sich. Zur 
Charakteristik der Basis, auf der unsere Beobachtungen an 
Nierenkranken und anderen Patienten stehen, ist zu sagen, 
daß alimentäre Sprünge und Extreme im Mineralhaushalte 
streng vermieden bzw. so geartete Fälle statistisch ausge- 
schlossen wurden und daß Einwände theoretischer Natur gegen 
die aufgeführten Fälle nicht zu erheben wären, bei denen 
Kostmaße mit nahezu konstanten Rohstoffen der gegenwärtigen 
Zeitperiode in Betracht kommen. 

Wie dem auch sei, das vorliegende Arbeitsgebiet verlangt 
weiterhin die Einbeziehung der Fragestellungen über den Ge- 
halt an Kalium, Calcium, Natrium, kurz die Aschenanalyse, 
vor allem aber eine Ermittlung der Reaktionsverhältnisse, des 
summarischen Säuren-Basengleichgewichts, zunächst durch An- 
gaben für den Begriff der Blutalkaleszenz. Verknüpft mit Werten 
für die genannten Größen werden die Ergebnisse über Phos- 
phatämie weiterer Betrachtungen fähig werden. Es sei be- 
sonders an das Problem der Aufklärung über die Verhältnisse 
der Wassermannschen Reaktion gedacht, indem die methodisch 
keineswegs allseitig fundierten Erklärungsversuche von Emb- 


1) 1. o. 
3) A. E. Taylor und Miller, s. o. 


3) Bei Albu und Neuberg. 
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den und Much!) — Theorie des Aminosäurespiegels als einer 
definierbaren Ursache — anerkannten Fortschritt nicht ge- 
bracht haben. Die neue Methodik von C. Bruck würde in 
der Berücksichtigung der Reaktionsverhältnisse bei ihrer Weiter- 
prüfung vielleicht einmal auf die Phosphate stoßen?), die als 
Puffer, Regulatoren der Wasserstoff- bzw. Hydroxylion-Kon- 
zentration unter pathologischen Verhältnissen weiten Differenzen 
Möglichkeit zusichern®), deren Gehalt zudem bis zum Zehn- 
fachen der Norm ansteigen kann, also große Variationen ent- 
hält. Sehr interessant stellen sich nach bisherigen eigenen Be- 
obachtungen Ausschläge im Gehalt an Kalium und an Sulfat, 
dessen Betrachtung uns weiterhin beschäftigen wird. 


Methodik der Untersuchungen. 


Voraussetzung ist die Gewinnung eines durchaus hämoglobinfreien 
Serums, das ohne Zusätze am besten auf der Zentrifuge oder freiwilliger 
Contraction des Blutkuchens erhalten wird und spektroskopisch in 5,0 cem 
Schichtdicke keine Andeutung von Oxyhämoglobin vor scharfen Appa- 
raten zeigen sollte‘). Zweifelhaft ist, ob Sera, die nur Hämatin (kein 
0,Hb) oder Bilirubin enthalten, benutzbar sind. Verfasser neigt zu der 
Auffassung, daß man diese einbeziehen soll, weil die Umsetzungen intra 
vitam vor sich gehende Destruktionen voraussetzen, die, frei von tech- 
nischen Versuchsfehlern, der Fragestellung angehören, spezifisch sind. 

Die Enteiweißung geschieht im Schüttelzylinder oder Meßkolben 
durch Benutzung von 9,0 ccm Reagens auf 1,0 ccm Serum. (Pikrinessig- 
säure von 1°/, Essigsäure mit 0,5 g Pikrinsäure)?). 

Nach 2stündigem Stehen wird filtriert, wozu Schwarzbandfilter 
(C.S.S.) genügen, oder zentrifugiert und beide Fraktionen gesondert ver- 
arbeitet. (Verrechnung der Volumina des Filtrates.) Säuregemisch- 
veraschung im weiten Jenaglgse mit Glasperle, nach Konzentration auf 





1) H. Embden und H. Much und Mitarbeiter. Beiträge, Klinik 
f. Inf.-Krkh. u. Imm.-Forschung 1914. 

2) C. Bruck, Münch. med. Wochenschr. Januar 1917. 

3) Versuche zur Prüfung der Bewegungen im Gehalte an säure- 
löslichem Phosphor in Beziehung zum R.-N-Komplex, den Lipoiden, der 
CO,-Spannung und der Wa.-R. hat Verf. in Verbindung mit F. Graetz 
eingeleitet. 

4) J. Feigl, diese Zeitschr. 74, 5/6, 398, 1916; 76, 92, 1916. 

5) Diesem sauren Extraktionsverfahren gleicht im Prinzip das von 
R. M. Chapin und W. C. Powick, Journ. of Biol. Chem. 22, 97, 1915, 
für Gewebe entworfene und das von W. Heubner, 1. e. 1914, das wert- 
volle Beobachtungen über die Ergiebigkeit der Extraktion, die Technik 
und die Rolle der Lipoide für den Vorgang enthält. 
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1,0 ccm, mit 1,0 ccm Schwefelsäure (D 1,84) zur völligen Vertreibung der 
Pikrinsäure (dringend nötig), vervollständigt durch einige Tropfen Sal- 
petersäure (konz.). Abkühlung, Neutralisieren mit 10°/, Natriumhydroxyd 
(bestes Präparat, geprüft!) auffüllen auf 50,0 cem. Analyse: 20,0 ccm 
bzw. 10,0 ccm Lösung, 5,0 ccm verdünnte Salpetersäure (ca. ein Drittel 
käuflicher konzentrierter), verdünnen auf 45,0 ccm und Zusatz von 
2,0 ccm Phosphatreagens, auffüllen auf 50,0 ccm und Vergleich mit 
entsprechend behandelter Lösung 5,0 ccm mit 0,03 mg P,O, = 0,0131 g P. 
Zeit: 20 bis 30 Minuten. Sorgfältige Gewinnung kolloidfreien Extrakts! 

Neben den Schwierigkeiten der Probenahme, der Trennung 
beider Fraktionen, der Vertreibung der Pikrinsäure, der Kenntnis 
des Natriumhydroxyds, ist es besonders das Reagens, das Auf- 
merksamkeit und Kritik erfordert. 

Es ist zuerst angegeben worden von Pouget und Chouchak!), 
bald darauf von Denigés°) empfohlen und von Greenwald in die 
Mikrochemie des Serums übernommen worden). Die Technik ist nicht 
einfach und erfordert große Aufmerksamkeit. Aus 95,0 g Molybdänsäure- 
anhydrid und 30,0 g Natriumcarbonat (wasserfrei) wird in 500,0 bis 600,0 
Volumen bei mäßiger Wärme Natriummolybdat gewonnen, dieses kühl 
in 141,0 cem starke Salpetersäure einlaufen gelassen und auf 1000,0 cem 
aufgefüllt (Lösung I). 2,0 g Strychninsulfat in 100,0 cem Wasser (Lösung II). 
Fertiges Reagens 1,0 cem II + 10,0 ccm I, Filtration und unmittelbarer 
Gebrauch. 

Soweit der bisherige Stand der Methodik, indem das Ent- 
eiweißungs- bzw. Extraktionsverfahren von Greenwald die neu- 
artige, von dem Autor zuerst betretene Basis der Phosphat- 
ämie darstellt. Nun sind die Schwierigkeiten des mikroche- 
mischen Reagenses hinsichtlich Konstanz, Einheitlichkeit, zwei- 
felsfreier Gewinnung in nicht nachtrübender Form erhebliche, so 
daß zur Benutzung oft die Zentrifuge herangezogen werden 
muß‘). Weiteren, einer späteren Beschreibung methodisch- 
kritischer Arbeiten vorgreifenden Versuchen entspricht die Über- 


1) J. Pouget und D. Chouchak, Bull. Soc. Chem. de France 5, 
104, 1901; 9, 649, 1911; auch chem. Centralbl. 1, 1040, 1909; 2, 489, 1911. 

°) G. Denigés, Merck, Bericht 1911, 455. 

3) J. Greenwald, 1. e. Journ. of Biol. Chem. 1913, 1915. 

4) Schwierigkeit der Auswahl geeigneter Präparate von Molybdän- 
säure (nur beste von Kahlbaum oder Merck geeignet), der Haltbarkeit 
des Nitromolybdänreagenses und Sonnenschein, siehe J. Koenig, 
Chem. menschl. Nahrungs- und Genußmittel 8, 1, 1910, 4. Aufl., Allgem. 
Untersuchungsverfahren 489 ff., Kritik der Molybdänmethoden (Lorenz 
u. a.). Natriumhydroxyd e metallo ist vorzuziehen. Frische Herstellung 
und sofortiger Gebrauch des fertigen Reagenses aus Lösung I und II. 
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nahme einer von Kober und Egerer') vorgeschlagenen, nach 
Erfahrungen des Verfassers wertvollen und praktisch sehr brauch- 
baren Variation des Originalreagenses der französischen Auto- 
ren. Dieses haltbare Reagens wurde seit Anfang 1916 regel- 
mäßig benutzt. 


Kober und Egerer beschreiben seine Darstellung, wie folgt, wo- 
bei die einzelnen Anteile von konstanterer Zusammensetzung und Reak- 
tionsfähigkeit erhalten werden, das Ganze stabiler wird und sekundärer 
Umlagerungen frei bzw. in längerer Frist brauchbar bleibt. Aus 35,5 g 
Molybdänsäureanhydrid (rein und ammoniakfrei!) wird mit 20,0 g Natrium- 
hydroxyd, rein in 50,0 com Wasser durch halbstündiges Kochen, Auffüllen 
auf 84,0 ccm, Filtration (Vorsicht! besser Zentrifuge), Eindampfen, 
Waschen mit Alkohol (40,0 ccm 96°/,), Trocknen bei 50° im Vakuum 
reines Natriummolybdat konstanterer Zusammensetzung gewonnen. 

Strychninlösung aus 2,0 g Sulfat, bei 90° gelöst, auf 100 ccm auf- 
gefüllt. Reagens: 1,5g Natriummolybdat in 2,5cem Wasser, mit 10,0 ccm 
Salzsäure (durch Verdünnen von 50,0 ccm stärkster, D 1,20, Chlorwasser- 
stoffsäure auf 100,0 ccm und Titration des Gemisches, so daß 24,0 cem 
einer 5: 100 verdünnten Originalmischung 30,0 ccm halbnormaler NaOH 
entsprechen) Salzsäure unter Schütteln versetzt, die klare Lösung mit 
1,0 cem Alkaloidlösung versetzt, nach Stehen über Nacht durch gehärtete 
Filter gegossen, klar und farblos erhalten. Das Reagens läßt sich ohne 
weitere Modifikationen der ursprünglichen Verdünnungsverhältnisse (nach 
Greenwald) in den methodischen Gang übernehmen. 


In anderen Punkten (Zeit, Nephelometrie usw.) weichen die 
Angaben von Kober und Egerer von unserem Verfahren ab, 
so daß sie für sich zu beurteilen sein werden. Die Grenze der 
(qualitativen) Erkennbarkeit von Orthophosphorsäure würde 
an Hand des Strychninmolybdatreagenses, wohl zunächst der ver- 
feinerten Form, bei rund 1 Teil P. in 2 Mill. Teilen Wassers unter 
Benutzung guter Nephelometer liegen. Schon diese Verhältnisse 
(worauf in methodologischen Betrachtungen einzugehen ist) sind 
geeignet, die Angaben von Taylor und Miller (l. c.) über 
anorganische Phosphate des Serums zu erschüttern, über die 
sie an Hand der Colorimetrie des Phosphormolybdats sagen 
„traces not enough to give a clear qualitative test“. 


1) P. A. Kober und G. Egerer, Journ. of Americ. Chem. Soc. 37, 
2373, 1915 (Oct.), auch Chem. Centralbl. 1, 233, 1916, dazu ferner P. A. Ko- 
ber und Mitarbeiter, Journ. of Ind. and Engin. Chem. 7, 843, 1915; 
Chem. Centralbl. 2, 1262, 1915, Journ. of Biol. Chem. 13, 485, 1912; Chem. 
Centralbl. 1, 1285, 1913. 
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Andere technische Angaben liegen vor von Medinger’), 
dessen Reagens gleichfalls dem Originalpräparat von Pouget 
und Chouchak, damit dem von Greenwald nach einstweiligen 
Versuchen weit überlegen ist. 

Fein filtrierte Lösung von 40,0 g Ammonmolybdat in 100,0 ccm 
Wasser wird unter lebhaftem Schütteln mit 80,0 ccm gesättigter Lösung 
von Strychninnitrat in Wasser versetzt, bis die entstehende Trübung beim 
weiteren Schütteln erhalten bleibt. Diese Lösung gießt man in ein gleich 
großes Volumen Salpetersäure (D 1,4) unter Schütteln, läßt über Nacht 
stehen, füllt klar ab. Empfindlichkeit für Trinkwasser bei 0,0001 g P,O, 
im 1.). Schutz aufzubewahrenden Reagenses durch einige Tropfen Strych- 
ninnitratlösung gegen Nachtrübungen! Diese Herstellung umgeht bei 
sonst durchaus guten Eigenschaften an Haltbarkeit, Klarheit und Ver- 
halten in der Messung die schwierigeren und umständlichen (allerdings 
nur einmaligen) Manipulationen des Verfahrens von Kober und Egerer. 
Benutzung im gegebenen analytischen Gange sinngemäß. 

Nach Ansicht des Verfassers, der sich auf zahlreiche, den 
Rahmen vorstehender Mitteilungen noch überschreitende Ver- 
suche mit Einschluß speziell gearteter Aufgaben stützt, ist 
das Verfahren derzeit fast ganz abhängig von den Verhältnissen 
und Eigenschaften, die das Reagens betreffen. Demnach wird 
die Mitteilung der verbesserten Darstellungsverfahren, deren 
Vorschlag durch Kober und Egerer sowie durch Medinger, 
deren Übernahme in den analytischen Gang der Serumverarbei- 
tung auf „säurelöslichen“ Phosphor durch Verfasser erfolgte, 
vermutlich dazu beitragen können, der einschlägigen Methodik 
weitere Anwendung zu sichern, die auf experimentell-biologi- 
schem wie vielleicht sogar klinisch -differentialdiagnostischem 
Gebiete liegen dürfte. 

Immerhin sind noch andere methodische Fragen kurz zu streifen. 
Die Reaktion des durch Veraschung oder sonstwie isolierten Phosphors 
mit dem komplexen Molybdän-Strychninreagens bzw. die analytische 
Bestimmung des Produktes ist zweifelsfrei dem Arbeitsgebiete und der Ver- 
suchsmethodik der Nephelometrie zuzuweisen. Greenwald spricht dau- 
ernd von der Benutzung der Colorimeters, ohne, was ja bei der gegebenen 
Technik nicht streng gefordert ist, ausdrücklich von eigentlichen colorime- 
trischen Voraussetzungen für die fraglichen Reaktionsprodukte zu reden?). 





1) P. Medinger, Chem. Ztg. 89, 781, 1915, Chem. Centralbl. 2, 1119, 
1915 Anwendung in der Wasseranalyse. 

®) J. Greenwald, 1. o. 1915: „This method apparently depends 
upon the formation of strychnin phosphormolybdate in finely suspended 
condition. Although not apparent until placed in the colorimeter, the 
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Auch Bloor!), der im übrigen den großen Wert des methodischen 
Ganges nach Greenwald einräumt, ist diese Schwierigkeit aufgefallen, 
worauf hier hingewiesen werden möge. 

Im übrigen gehören Betrachtungen dieser Art einer methodologischen 
Darstellung dieser Aufgaben an. 


Schlußsätze. 


In der vorstehenden Arbeit wird über Ergebnisse zur Frage 
des Vorkommens von Phosphaten im menschlichen Serum be- 
richtet. Als Grundlage wird die methodische Anschauungsform 
bzw. der Begriff des „säurelöslichen Phosphors“ gewählt, wie 
ihn die Enteiweißungstechnik nach Greenwald darzustellen ge- 
stattet, der Eigenschaften eines Extraktionsverfahrens inne- 
wohnen und die Vorstellungen über die Verteilung des Phos- 
phors hinsichtlich seiner löslichen und fällbaren Bindungsformen 
vermittelt. 

Die analytische Bestimmung gründet sich auf die Nephe- 
lometrie der zuerst von Pouget und Chouchak beschriebenen 
Komplexverbindung des Strychninphosphormolybdats. Die bis- 
herige, keineswegs befriedigende Technik wird nach allgemeinem 
Verfahren von Kober und Egerer u.a. revidiert und den vor- 
liegenden Aufgaben entsprechend abgehandelt, weitere metho- 
dologische Versuche einer speziellen Publikation vorbehalten. 

Die Fraktion des „säurelöslichen Phosphors“, der durch 
Veraschung summarisch bestimmt wird, erweist sich als ein 
Komplex, der in pathologischen Verhältnissen weitgehende 
Differenzen in seiner Struktur zeigen kann, die analytisch des 
näheren zu charakterisieren sind. 

Die bisher nicht endgültig geklärte Frage nach dem Vor- 
kommen anorganischer Phosphate im Serum wird an einem 
größeren Materiale von Gesunden und Kranken bearbeitet und 


opalescent liquor has a yellow color, the depth of which is, within 
wide limits (from a concentration of two thirds to over twice the standard) 
proportional to the amount of phosphoric acid present.“ 

1) W. R. Bloor, Journ. of Biol. Chem. 22, 134, 1915... „to point 
out the method as a turbidity method and not a colorimetric one“ ... 
„The yellowish brown color of thick layers... is the same that observed 
in any dense suspension ...“ Hinweis auf das Verhalten zu den blauen 
Strahlen des Spektrums, auf Suspensvide wie Mastix, auf Seifen, Fett- 
säuren, Silberchlorid. 
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die Tatsache ihrer Anwesenheit zugleich mit der von Schwan- 
kungen hinsichtlich ihres Erscheinens erhärtet. 

Die bisherigen, spärlichen und nicht eindeutig verwertbaren 
Ergebnisse werden durch breitere Untersuchungen erweitert und 
enger definiert. Bei gesunden, erwachsenen, nüchternen aus- 
geruhten Individuen zeigen rund 90°/, einen Gehalt des Serums 
an löslichem Phosphor, der unter 4,0 mg für 100 ccm liegt. 
Vereinzelte Anstiege darüber hinaus kommen vor in der Norm, 
bei alimentären Bewegungen (wie auch Greenwald fand), bei 
körperlicher Anstrengung, beim Erlöschen der Lebensfunktion 
sowie im Verlaufe schwerer Krankheitszustäinde. Es können 
bei Nierengesunden Anstiege über 6,0 mg, noch über 8,0 mg 
und selbst an 10,0 mg P für 100 ccm Serum in die Er- 
scheinung treten, selten und vorwiegend jedoch, wenn schwere 
Zerfallserscheinungen den Bestand des Organismus erfassen. 
Besondere Aufmerksamkeit wurde den Avitaminosen, der Leber- 
atrophie und weiteren Fällen gewidmet. 

Eingehende Untersuchungen an Nierenkranken, auf deren 
Verhältnisse kurze Beobachtungen von Greenwald hinweisen, 
wurden angestellt und zeigten, daß die Fraktion des säurelös- 
lichen Phosphors noch die zehnfachen Beträge der normalen 
Basis erreichen kann. Es wurden Serumwerte von Brightikern 
beschrieben, die Beziehungen zur Azotämie aufgenommen und 
innerhalb gewisser Formen und Grenzen erhebliche Abweichungen 
zwischen chronischen und akuten Glomerulonephritiden be- 
obachtet, Erscheinungen, die bei gewisser Weiterbildung diffe- 
rentialdiagnostischen Zielen u. U. zu dienen fähig gemacht 
werden könnten. 

In einem größeren Ausschnitte des Untersuchungsgebietes 
(Normale, Nierengesunde, Brightiker) wurde die Aufgabe in 
Angriff genommen, die Befunde über Abwandlungen der Phos- 
phatämie mit den Ergebnissen über Chlorion und das Rest- 
stickstoffgebiet zu verknüpfen. Beziehungen wurden beobachtet 
und vorläufig beschrieben. 

Theoretische Betrachtungen über das Zustandekommen von 
Hyperphosphatämien, über ihre derzeitige und zu erörternde 
Bedeutung in biologischer und methodologischer Hinsicht wur- 
den angestellt. 

Die Weiterbildung der bisherigen Vorstellungen über dieses 
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Arbeitsgebiet verlangt die bereits behandelte Aufspaltung des 
summarischen Begriffes vom „säurelöslichen Phosphor“, Ver- 
suche über die Methodologie der mikrochemischen Phosphor- 
analyse, die Verbindung mit anderen Untersuchungsmethoden 
für anorganische Ionen. In dieser Richtung wird bisher weiter- 
gearbeitet, wie demnächst zu besprechen ist. Beiläufig wird 
über Befunde berichtet, die den Lipoidstickstoff menschlichen 
Blutes und seine Interferenz in den Werten für Reststickstoff 
zum Gegenstande haben. 

Im Verlaufe der vorliegenden Untersuchungen, deren 
Publikation durch die derzeitigen Verhältnisse verzögert wurde, 
erfreute Verfasser sich der unermüdlichen Mitarbeit des Herrn 
Dr. A. V. Knack, Sekundärarzt. Für die freundliche Über- 
weisung von Material ist Verfasser den Herren Oberärzten des 
Hauses zu großem Danke verpflichtet. 


Berichtigung. 


In der Arbeit „Über die Sensibilisierung der Ausflockung von Sus- 
pensionskolloiden ...“ von H. Freundlich und P. Rona lies 
auf Seite 100 Zeile 5 von oben 0,0001 statt 0,000040, 
n T n » 00005 > 0,000020, 
n 9 » n 0,00007 » 0,000030, 
n 12 n n 0001 >x 0,000040. 


Berichtigung. 


In der Mitteilung „Über die Verschiebung einzelner amylolytischer 
Kräfte der Malzamylase usw.“ von T. Chrzgszez und A. Joscht in 
Band 80 lies auf Seite 212 Zeile 11 von unten verflüssigenden statt 
verzuckernden. 
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